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(57) Abstract 

Vector for the cloning and expression in a host cell of hirudine or an analogue of hinidine» characterized in that it 
comprises the gene coding for hirudine or an analogue of hirudine, and the elements for the expression of this gene in said 
host cell, said coding gene beginning, after the starting sequence, by an ile codon and a thr codon. 

(57) Abrege 

Vecteur de clonage et d'expression dans une cellule hote de I'hirudine ou d'un analogue de I'hirudine, caracterise en 
ce qu'il comporte le gene codant pour I'hirudine ou un analogue de Thirudine et les elements d'expression de ce gfene dans 
ladite cellule hote, ledit gene codant debutant, apres la sequence de depart, par un codon ile et un codon thr. 
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VECTEURS D' EXPRESSION DE L' HIRUDINS, CELLULES TRANSFORMEES 
ST PROCEDE DE PREPARATION DE L' HIRUDINS . 

La prSsente invention concerne des vecteurs 
de clonage et d* expression de la sfiquence d'ADN codant 
pour une hirudine ou des analogues de I'hirudine, des 
microorganismes transform^s par ces vecteurs et des 
proc§d§s permettant d'obtenir par fermentation une hirudine 
ainsi que 1 'hirudine obtenue. 

L* activity anti-coagulante qui se trouve dans 
las glandes salivaires des sangsues m§dicinales , Hirudo 
medicinalis , provient d*un petit polypeptide que I'on 
appelle 1 'hirudine. Get inhibiteur tres specif ique et tres 
efficace de la thrombine a 4t6 largement §tudie ces derniers 
temps car il reprSsente potentiellement un agent th§rapeu- 
tique tres int§ressant. Toutefois, la difficulte extreme 
et le coQt de son isolation et de sa purification ont 
empSchS qu'il soit utilise plus largement, ou meme qu'il 
puisse Stre $tudi§ sur le plan clinique ; le coCt de la 
matidre est de I'ordre de 1 300 d 1 600 francs (1983) pour 
2 000 U. 

La pr§sente invention concerne un moyen pour 
la production de 1* hirudine par le clonage des gSnes et 
leur expression grace a la technique des ADN recombinants 
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dans- une cellule hOte hStSrologue afin d'obtenir una 
grande quantity de polypeptide ayant les propri6t6s 
biologiques de I'hirudine. 

Le polypeptide avec une .activity anti- 
thrombinique obtenu a partir des glandes salivaires de 
sangsues a 6tS isolS pour la premiere fois au milieu 
de 1950 (1, 2). Cette prot§ine appel6e hirudine a §t§ 
purifi^e Sl partir des tStes de sangsues environ 650 fois 
pour obtenir une activit§ spicifique de 8 500 unites par 
milligramme . 

Le poids niol§culaire de la protSine §tait 
alors estime a environ 16 000, cette proteine etait stable 
a la d§naturation par la chaleur et prSsentait un point 
iso§lectrique de 4,8. Lors d'une §lectrophordse sur papier, 
le produit purifie migre sous forme d'une bande unique et 
1* analyse d ' amino-acide indique que la matiere est tres 
riche en amino-acide acide, I'acide aspartique et I'acide 
glutamique . 

Des etapes de purification compl^mentaires (3) 
augmentent I'activite specif ique jusqu'a 10 400 U/mg et 
I'isoleucine a §tS identifies comme §tant 1 ' amino-acide 
N- terminal (3, 4) . 

On a pu d^montrer que 1' activity de I'hirudine 
resistait t la digestion avec des enzymes proteolytiques : 
plasmine, chymotrypsine A et trypsine, mais etait sensible 
a la digestion par la papaine, la pepsine et la subtilo- 
peptidase A (3) . 

Le poids mol§culaire estime est maintenant 
quelque peu inf^rieur i ce qu'il §tait dans les documents 
initiaux, on considSre que ce poids raolSculaire est de 
I'ordre de 10 000 daltons et la premiere estimation de 
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la constante de dissociation du complexe thrombine-hirudine 
1:1 (0,8 X 10*^^) indique une association extr&mement forte 
entre ces molecules (5) • Pour des raisons pratiques, le 
complexe non-covalen-t entre ces deux molecules peut Stre 
consid6r§ comme non-dissociable in vivo 

Le mScanisme d' action de I'hirudine conune 
anti-coagulant commence seulement S 6tre compris (5) . 
Le substrat pour la fixation de I'hirudine est la thrombine, 
qui est une enzyme protSolytique , qui, par activation 
(par le facteur X activfi) d partir de sa forme zymogdne, 
la prothrombine , coupe le fibrinogdne dans le flux circu- 
latoire pour le transformer en fibrine qui est nScessaire 
pour la formation du caillot de sang. 

L'hirudine est un inhibiteur tr§s specif ique 
de la thrombine et r§agit plus rapidement avec la thrombine 
que le fibrinogSne. En outre, il n'est pas necessaire 
d' avoir d'autres facteurs de coagulation ou d'autres cons- 
tituants du plasma. L ' interaction entre les deux molecules 
est au moins en partie due leur interaction ionique 
car 1 'acStylation des groupes amino libres de la thrombine 
produit une perte de la fixation d'hirudine. En outre, 
I'hirudine se fixe dans les mSmes sites que ceux qui sont 
occup^s par la f ibrinopeptide et non pas sur les sites 
actifs de la thrombine car la thrombine ac§tyl§e conserve 
son activity esterase qui n'est pas inhibie par I'hirudine 
et car la thrombine traitee avec DFP (diisopropyl fluoro- 
phosphate) qui phosphoryle les centres actifs de la serine 
dans la thrombine continue h fixer I'hirudine. 

Le d^veloppement suivant dans I'^tude de 
I'hirudine a et§ la mise au point d'un precede pour extraire 
I'hirudine a partir de la sangsue entiSre (16) au lieu du 
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proc6d§ trSs d§licat consistant H diss^quer la tSte de 
1* animal. Le produit final obtenu par ce proc6d§ a une 
activity biologique similaire & celle de I'hirudine 
obtenue a partir des tStes mais presents une activity 
spScifique de 6 500 unites anti-thrombine par milligramme. 

La taille estim€e de ce compost ditermin^e 
par sedimentation a I'Squilibre est de 12 000, mais 
la difference importante entre cette preparation et les 
preparations pr6cedentes est que I'on a identifie la 
valine comma I'amino-acide N-terminal au lieu de I'iso- 
leucine qui avait ete trouvee k I'origine. La cause de 
cette difference avait ete apparemment expliquee lorsque 
I'on a mis en evidence que le second element de I'extremite 
N-terminale se trouvait Stre de la valine, comme le dansyl 
dipeptide val-val est resistant a I'hydrolyse acide, on a 
tout d'abord pense (7) que I'extremite N-terminale initiale 
avec un dipeptide val-val avait ete confondue avec le 
derive isoleucine, car ces composants ne sont pas bien 
resolus par la separation chromatographique utilisee. 

Une preparation d'hirudine a partir de 1' animal 
entier a ete utilisee pour determiner la sequence d 'amino- 
acide de la proteine (8, 9) qui est representee A la 
figure 1. II apparalt qu'il n'y a pas d' hydrate de carbone 
attache i I'hirudine, mais qu'a la position 63 le residu 
tyrosine est modifie par \xn groupe ester 0-sulfate. 

La fonction de cette modification n'est pas 
connue mais il est significatif qu'une modification 
similaire figure egalement dans le f ibrinopeptide B d'un 
grand nombre d'esp&ces animales (9) 

Une etude recente (10) a demontre que lorsque 
I'on fait compietement disparaltre 1' ester sulfate, on 
reduit I'activite a seulement 55 % de I'activite de 
I'hirudine initiale. 
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Le problSme de la nature de l*extrdmit§ N de 
l*hirudine s'est pos§ a nouveau dans les Etudes (12, 13) 
qui semblent indiquer que deux formes diffSrentes d'hirudine 
existent, Une forme d activity faible appelfie pseudo- 
5 hirudine, dont on pense qu*elle a €t6 extraite des corps 

de sangsues, avec la sequence val-val S l*extr§mitS 
N-terminalej une forme prSdominante dans les tfites qui 
serait trfes active et qui pr^senterait un radical isoleucine 
Si son extr§mit$ N-terminale. 
10 L* activity anti-thrombinique specif ique et 

trSs importante de I'hirudine indique immidiatement une 
. application clinique/ c'est-a-dire celle d'un anti-coagulant. 

L'hirudine a §t§ StudiSe de fagon tr§s importante 
Chez 1* animal pour ses proprietes anti-coagulantes . L' etude 
15 la plus d§taill§e (14) decrit 1' activity de I'hirudine 

dans la prevention des thromboses veineuses, des occlusions 
vasculaires et des coagulations intra-vasculaires disseminees 
(DIG) dans le rat. L'hirudine est bien tol^ree par les rats, 
les chiens, les lapins et les souris lorsqu'elle est sous 
20 forme trSs purifl§e et injectSe par voie intraveineuse. 

La DL^Q dans les souris est superieure ,500 OOO U/kg de poids 
corporel (c'est-a-dire 60 mg/kg) . Une autre etude (15) 
indique que les souris toldrent des doses allant jusqu'a 
1 g par kg et que les lapins tolSrent S la fois par voie 
25 intraveineuse et par voie subcutanee jusqu'§ 10 mg/kg. 

Dans les souris, des injections repetees pendant une 
p^riode de deux semaines ne conduisent pas ^ des reactions 
de sensibilisation. Deux autres Studes indSpendantes , I'une 
utilisant les chiens (16) et 1 'autre (17) diraontrant 
30 I'activite de I'hirudine dans la prevention des DIG dans 

les rats, tombent en accord avec les risultats positifs de 
Markvardt et de ses collaborateurs . 
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On a aussi pu d5montrer que i'hirudine pr§vient 
les endotoxines induits par les DIC dans les cochons et 
ainsi constitue une solution potentielle aux problSmes 
trfes s^rieux pos§s par les endotoxin^mies qui conduisent 
a une mortality §lev§e chez les cochons. En outre, l»hirudine 
Chez !• animal experimental est rapidement §limin€ (demi-vie 
de I'ordre de 1 heure) encore sous forme biologiquement 
active par 1 * interm^diaire des reins. 

Cette etude suggSre que I'hirudine peut cons- 
tituer un agent clinique int^ressant comme anti-coagulant. 
En outre, la prS-phase de coagulation du sang n'est pas 
affect§e compte tenu de la haute specif icite de 1' action 
de I'hirudine, 1' activity anti-thrombinique est dependante 
de la dose et I'effet de I'hirudine est rapidement reversible 
15 compte tenu de son elimination rinale rapide. On a pu mettre 
en evidence, que I'hirudine est trSs superieur a l*heparine 
pour le traitement des DIC (14, 17) comme cela pouvait 
etre attendu compte tenu du fait que la DIC est accompagnee 
par une decroissance de 1 ' anti-thrombine III (un co-facteur 
necessaire pour 1' action de I'heparine) et un relarguage 
du facteur de plaquette 4 qui est un agent tres efficace 
anti-heparine . 

L'une des etudes a mis en evidence la possibilite 
que I'hirudine puisse etre absorbee par la peau des itres 
25 humains (19) bien que les resultats obtenus restent quelque 

peu difficiles k interpreter. 

Des preparations commerciales d'extraits de 
sangsues bruts sont disponibles (Hirucrgme, Exhirud-Blutgel) , 
mais des tests compiementaires avec des doses plus impor- 
tantes d'une matiSre hautement purifiee sont necessaires 
pour etablir s'il s'agit IS d'une voie d ' administration 
interessante. 



20 



30 
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De fa^on g^nSrale, les voies d 'administration 
pr6f§r§es sont les voies intra-veineuses , intra-musculaires 
at la vole percutanSe. D'autres voies d 'administration 
ont §t§ rapport§es pour I'hirudine, notamment la voie 
orale (BSM 3 792 M) . 

Ce produit peut 6galement, en combinaison avec 
d'autres composants, Stre utilise dans le traitement du 
Psoriasis at d'autres d§sordres cutanSs du mSme type comme 
cela est dficrit dans le DOS 2 101 393. 

L'hirudine peut Stre en outre utilis§e a titre 
d' anti-coagulant dans les tests cliniques en laboratoires 
at comme outils de recherche. La, la haute specif icit§ 
pour une Stape unique dans la coagulation du sang peut 
pr§senter un avantage considerable par rapport aux anti- 
coagulants utilises le plus g^n^ralement avec une action 
qui est beaucoup moins specif ique. 

En outre, I'hirudine peut Stre trSs utile comme 
agent anti-coagulant dans les circuits extra-corporels et 
dans les systdmes de dialyses oO elle. peut presenter des 
avantages considerables par rappprt aux autres anti- 
coagulants, en particulier s'il peut §tre immobilis§ sous 
forme active sur la surface de ces syst§mes circulatoires 
artificiels. 

Finalement, 1 • utilisation de I'hirudine marquee 
peut constituer une methode simple et efficace pour mesurer 
les taux de thrombine et de prothrombine. 

En resume, I'hirudine prSsente un grand nombre 
d' applications possibles : 

1**) comme anti-coagulant dans des conditions thrombotiques 
critiques pour la prophylaxie et la prevention de 
1' extension des thromboses existentes ; 
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2**) comme anti-coagulant pour rSduire les hfimatomes et 
les enflures aprds les mlcro-chlrurgies , car il est 
fait une utilisation importante de sangsues vivantes ; 
3*) coinme anti-coagulant dans des systdmes de circulation 
5 extra-corporelles et coxnme agent anti-coagulant pour 

revfitir des biomatfiriaux synthfitiques ; 
4**) comme anti-coagulant dans les tests cliniques des 

§chantillons de sang dans les essais de iaboratoires ; 
5') comme anti-coaguleuat dans la recherche clinique sur 
10 la coagulation et comme outil experimental ; 

6®) comme agent topique possible pour 1 * application 

cutanSe dans le traitement des hSmorroides, des varices 
et des oedSmes ; 
7**) comme composant dans le traitement des psoriasis et 
15 autres d§sordres apparent§s . 

Enfin, I'hirudine peut Stre utilise© pour fixer 
la thrombine dans des milieux ou celle-ci est genante (dosage 
experience ou sang trait§ par exemple) . En particulier, 
I'hirudine permet de limiter les coagulations dans les cir- 

20 cuits extra-corporels . - 

L*hirudine marquee peut, en outre, ^tre utilis^e 
pour de teeter la formation de caillots. En effet, la for- 
mation de caillots impose la transformation de la pro- 
thrombine circulante en thrombine sur laquelle vient se 
25 fixer s^lectivement I'hiinidine ; la detection d'une accu- 

mulation d'hirudine marqude en un point du corps du patient 
permet de visualiser la formation d'un caillot. 

En dSpit de ces nombreux a vantages comme anti- 
coagulant, l*hirudine n"a, jusqu'S maintenant, pas eti 
3Q utilis^e largement mSme dans la recherche clinique. Ceci 

tient au fait que la matiSre natiirelle est tr§s difficile 

obtenir sous forme pure et par dessus tout qu*elle est 
particulidrement chdre, m§me pour commencer des essais 
cliniques afin de mettre en evidence une utilite potentielle. 
35 Bien que les precedes de purification adequats existent 
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(20, 21) pour obtenir des ^chantillons tr$s purs, la 
difficult^ d'obtention de la matiSre de base (des sangsues) 
en quantity sufflsante demeure 1 'obstacle majeur. 

Blen que I'hirudlne soit commercialeznent vendue 
par dlff§rentes compagnies (Sigma, Plantorgan, Pentopharm) , 
de telles preparations pr€sentent une activity qui peut 
varier Snormfiment et des puretfis trfis variables. 

C'est pourquoi la production d'hirudine par 
technologie de I'ADN recombinant est une solution parti- 
culi^rement attrayante pour obtenir cette matiSre en 
grande quantity ^ des coQts raisonnables afin de permettre 
de tester et d'utiliser ce type de produit, 

Dans ce qui va suivre, on utilisera la plupart 
du temps la terminologie "1 'hirudine" . Compte tenu de ce 
qui vient d'Stre dit et d'autres §16ments qui sont apparus 
lors de la pr§sente fitude, il est clair qu'il existe 
plusieufs formes d'hirudine et done que la terminologie 
"une hirudine" serait plus corrects. 

C'est pourquoi, dans ce qui suit on entendra 
par "hirudine" I'une quelconque des formes de 1* hirudine 
naturelle ou synth^tique, c'est-5-dire un produit ayant 
la meme activite in vivo que 1* hirudine qui sera parfois 
nommS "analogue de I'hiinidine". 

II convient d'ailleurs de remarquer que les 
produits dSnomm^s "analogues de 1' hirudine" obtenus I 
partir des bact6ries seront dSpourvus de la fonction 
ester 0-sulfate, mais par centre que "1 'hirudine bactSrienne 
pourra comporter S l*extr€mitS N-terminale un amino- 
acide methionine qui ne figure pas dans 1' hirudine native. 
Mais il est bien entendu que par "analogue de 1* hirudine" 
on entend ^galement protgg§ des produits d' origins biologique 
ayant §t§ modifiSs aprSs leur production notamment par 
reaction chimique ou reaction enzymatique. 

La prisente invention concerne de nouveaux 
vecteurs de clonage et d' expression dans une cellule hfite 
de 1' hirudine ou d'un euialogue de 1' hirudine, caract§risSs 
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en ce qu'ils comportent le gfene codant pour I'hirudine ou 
un analogue de l*hirudine et les elements d'expression 
de ce gfene dans ladite cellule hOte. 

La nature des filaments d* expression peut 
varier selon la nature de la cellule hOte. Ainsi, dans 
les cellules bact6riennes , les SlSments d* expression com- 
porteront au moins un promoteur bact^rien et un site de 
fixation des ribosomes (qui constitue ce qui sera parfois 
nommS rSgion codant pour 1* initiation de la traduction) . 

De fagon gSnSrale, les vecteurs selon la 
pr§sente invention comporteront , outre le gdne codant 
pour I'hirudine : 

- I'origine de replication d'un plasmide bactfirien, 

- un promoteur, en particulier tout ou partie d'un 
promoteur du bacteriophage A : P^^, P^^ ou P'^^ ; 

- une r§gion codant nour 1* initiation de la traduction incor- 
porant I'ATG soit de l'extr§mite 5 V du g^ne de I'hirudine, 
soit de I'extrSmite 5' du g§ne de I'hirudine fusionn§ 

en 5 ' avec une autre proteine ; la raison de cette fusion 
est de permettre 1' expression d'une proteine de haut poids 
moliculaire qui se degrade moins dans E. coli. 

La pr§sence d'une origine de replication pour 
un plasmide est essentielle pour permettre la replication 
du vecteur dans les cellules bacteriennes correspondantes , 
en particttlier dans le cas de E. coli on utilisera, de 
preference, I'origine de replication du plasmide pBR322. 
Le plasmide pBR322 presente, en effet, I'avantage de donner 
un grand nombre de copies et ainsi d*augmenter la quantite 
de plasmides produisant la proteine desiree. 

Parmi les promoteurs du bacteriophage A, on utilisera 
de preference, le promoteur principal de gauche note XP. . 

est un promoteur puissant responsable de la transcription 
precoce de A. 

11 est egalement possible d'utiliser d'autres pro- 
moteurs du bacteriophage X, jiotamment le promoteur de droite, 
Pj. ou le second promoteur de droite, P'«. 
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Bien qu'll soit possible d'utiliser des sequences 
d' initiation de la traduction trfes varices, on pr6f Sreutili- 
ser tout ou partie du .cite de fixation des ribosomes de la 
prot§ine cll du bacteriophage A qui sera nomm§e ci-aprSs ^cllrbs^ 
5 Conone cela sera dSmontr§ il est ^galement possible 

d*utiliser de telles sequences synthStiques en particulier 
tout ou partie de la sequence : 

ATAACACAGGAACAGATCTAfg . 

Le vecteur en cause comporte, en outre, de pr§f€rence 
10 une fonction d'antiterminaison de transcription cod6e par ex* paa 
le gSne N de X not§ XN. En presence du produit de transcription 
du gtoe N la transcription S partir de P. se poursuit au-delS 

Li 

de la plupart des signaux stop. 

Ceci fecarteles problfimes posSs par un arr§t pr6matur§ 

15 de la transcription qui peuvent se produire lorsque les gSnes 

Streuigers clones prgsentent de tels signaux stop. En outre, 

il a €t§ d€inontr§ que 1* expression I partir de P. est aiD§lior§e 

+ *j * 

dans un environnement N • 

Afin d'^carter les problfemes de toxicity et d'insta- 

20 bilitd du systfeme h6te-vecteur en cas de production en con- 
tinu de grandes quantitds d'une prot^ine ^trangfere, il est 
ndcessaire de pr^voir le contrdle de 1' activity du promoteur 
en lui adjoignant tout ou partie d'un systfeme d 'expression 
inductible, en particulier thermoinductible. 

25 De pr^f^rence, le contr61e par la temperature de la 

synthase de la protdine ^trang^re est ^ffectu^ au niveau de 
la transcription au moyen d'un r^presseur thermo sensible 
code dans la bactdrie hdte, par exemple cl857, qui r^prime 
1' activity de Pj^ 28**C mais qui est inactive k 42**C. Le 

3Q rdpresseur agit sur I'opdrateur O^^ qui est adjacent au pro- 
moteur Pj^. Bien que dans le cas precedent une partie du 
systfeme d' expression thermoinductible soit partie int^grante 
de la bacterie hdte, il est possible de pr^voir que ce 
systfeme fasse partie du vecteur lui-meme. 
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Le vecteur en cause peut ^galement comporter un gfene 
de resistance h un antibiotique, par exemple 1 'ample ill ine 
dans le cas de pBR322, mais d'autres g^nes de resistance 
peuvent Stre utilises, resistance ^ la tetracycline (Tet^) 
5 ou au chloramphenicol (Cm ) • 

L ' incorporation d'un tel marqueur est necessaire pour 
la selection des bacteries contenant les transf ormants 
porteurs du plasmide selon 1' invention pendant les expe- 
riences de clonage. 
10 L ' incorporation d'un gfene de resistance permet 

d'augmenter la stabilite du plasmide en imposant une pression 
de selection lors de la fermentation, et en outre * facilite 
I'isolement des transf ormants , 

Pour le clonage, il est interessant de disposer d'un 
15 syst^e permettant de detecter 1' insertion dans un plasmide 

d'un ADN etranger. 

A titre d' exemple, il est possible de prdvoir dans 
la zone de clonage le fragment N-terminal de la B-galacto- 
sidase de E. coll (lacZ') en le fusionnant avec la region 
20 d' initiation de traduction derivee de XcII, ce qui met la 

traduction du fragment a sous le controle des sequences de cll 

Le fragment a est compiemente -par 1 'expression du 
fragment w C-terminal code dans l'h6te, ceci conduit h une 
activite 3-galactosidase dans les cellules. Cette activite 
25 3 -galactosidase produit des colonies bleues en presence 

d'un substrat chromophorique , le 5-bromo-4-chloro-3-indolyl- 
-D-galactosidase . 

A 28*'C, le promoteur est inactive, le fragment a 
n'est pas synthetase et les colonies demeurent blanches. 
30 Lorsque la temperature est amenee ^ 42**C, le promoteur P^^ 

est active, le fragment a est synthetise et les colonies 
virent au bleu. 

L' insertion d'ADN etranger dans les sites de clonage 
situes dans ce syst^me de detection emp§che la synthase de 
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la e-galactosidase et conduit done h des colonies blanches 
aussi bien k 28 *C q\x*h 42*C. II est ^galement possible de 
remplacer le gfene lacZ' par d'autres g^nes permettant une 
detection. 

5 Panai les diff^rentes hirudines qui peuvent §tre 

pr^par^es selon 1' invention et utilis^es, il faut citer : 

a) I'hirudine correspondant au variant 2 dit HV2 
dont la structure correspond h celle representee k la 
figure 1 avec ou sans le radical -SO^H ; 
10 b) I'hirudine correspondant h une modification du 

variant 2 dans lequel la sequence N-terminale val-val a 
ete remplac^e par ile-thr ; 

c) I'hirudine correspondant au variant 1 dit HV1 
dont la structure correspond ^ celle representee ^ la 
15 figure 18 b. 

La structure des g^nes correspondants peut §tre 
deduite de celle des cunino-acides , comme cela sera demontre 
dans les exemples ? ces gfenes peuvent Stre synthetises par 
I'une quelconque des methodes connues pour la preparation 
20 des ADN synthetiques • 

De preference, on utilisera I'hirudine dont la. 
structure N-terminale correspond ^ ile-thr ; differentes 
structures du ghns correspondant apparaltront dans les 
exemples . 

25 La presents invention concerne les cellules, en parti- 

culier les bactSries, notamment les spuches de E.coli transfor- 
r.ees par les vecteurs selon 1' invention par des techniques' conn 
et dont certaines .,seront rappelees dans les exemples. 

Enfin, 1' invention concerne un proc§de de preparation 

30 de I'hirudine ou de ses analogues dans lequel on cultive sur 

un milieu de culture des bactSries transform§es comme dScrit 
precedemment et dans lequel on ricupSre ensuite I'hirudine 
ou 1' analogue formis. 

Les milieux* de culture mis en oeuvre sont connus de 

35 I'homme de metier et devront fitre adaptes 5 chaque souche 

cultivSe. La culture sera, de preference, effectuSe en 
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presence de 1 * antibiotique I l*encontre duquel la souche 
transform^e est devenue rftsistante. 

L'hirudine ou ses analogues peuvent 6tre purifies 
ou pr€-purifi€s d partlr du melange de fermentation par 
5 chauffage A pH acide, notamment A 50-80*'C d pH comprls entre 

1 et 3, en particuller & 70*C d pH 2,8, et recuperation du 
surnageant dans lequel se trouve I'hirudine. 

II est figalement possible de mettre S profit 
I'af finite de I'hirudine pour la thrombine en utilisant 
10 une r^sine sur laquelle est fixSe la thrombine, par 

passage du melange contenant I'hirudine sur une telle 
r6sine on fixe I'hirudine qui peut Stre ensuite eiufee 
par une solution contenant un agent compStiteur de I'hirudine. 
La prSsente invention concerne enfin I'hirudine ou 
15 ses analogues obtenus par la mise en oeuvre du precede 

selon 1' invention, c'est-a-dire I'hirudine ou ses analogues 
d'origine bacterienne mais egalement les hirudines ou 
analogues obtenus S partir de produits bactSriens par reaction 
chimique ou enzymatique, par example par clivage chimique 
20 ou enzymatique ou bien par reaction chimique ou enzymatique 

des tinge d fixer le radical -SO^H. 

En particulier, 1' invention concerne les peptides 
comportant tout ou partie de la formule suivante : 
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ATT ACT TAC ACT GAT TGT ACA GAA TCG GGT CAA AAT TTG TGC 
He Thr Tyr Thr Asp Cys Thr Glu Ser Gly Gin Asn Leu Cys 

CTC TGC GAG GGA AGC AAT GTT TGC GGT AAA GGC AAT AAG TGC 
Leu Cys Glu Gly Ser Asn Val Cys Gly Lys Gly Asn Lys Cys 

ATA TTG GGT TCT AAT GGA AAG GGC AAC CAA TGT GTC ACT GGC 
He Leu Gly Ser Asn Gly Lys Gly Asn Gin Cys Val Thr Gly 

GAA GGT ACA CCG AAC CCT GAA AGC CAT AAT AAC GGC GAT TTC 
Glu Gly Thr Pro Asn Pro Glu Ser His Asn Asn Gly Asp Phe 

GAA GAA ATT CCA GAA GAA TAT TTA CAA 
Glu Glu He Pro Glu Glu Tyr Leu Gin 



Ce peptide est reprdsente avec la sequence codante 
correspondante qui ne fait pas partie du peptide* 
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L' invention concerne dgalement les variants de 
I'hirudine HV1 et HV2 tels que repr^sent^s k la figure 18. 

L* invention concerne, enfin, des compositions 
pharmaceutiques contenant 1 'hirudins ou ses analogues 
5 a titre de principe actif . 

Ces compositions peuvent §tre applicables par 
voie intra-p€riton6ale, intra-veineuse, intra-musculaire 
ou sous-cutan€e , par voie orale ou par voie cutanSe 
topigue. 

10 Ces compositions contiennent les excipients 

connus en la matidre et Sventuellement d'autres principes 
actif s . 

La pr§sente invention comporte/ bien entendu, 
d'autres aspects, notamment certains plasmides qui seront 
15 d^crits dans les examples ainsi que leurs mutants et 

derives et de fagon gen§rale les procedes de fermentation 
des bactSries transform§es ainsi que les pro'duits ainsi 
obtenus . 

D'autres caract§ristiques et avantages de 
20 1' invention seront mieux compris a la lecture des exemples 

ci-apr§s et des dessins annexes sur lesquels : 
. la figure 1 represente la sequence d'amio-acide de 

I'hirudine extraite de la sangsue totale, 
. la figure 2 represente la sonde oligonucleotide 48 mer 
25 congue pour le criblage, 

. la figure 3 repr§sente la sequence de I'hirudine du 
clone pTG717, 

, la figure 4 represente une autoradiographie du melange 
d' hybridation entre la sonde marquee et di verses 
30 restrictions de pTG717, 

. la figure 5 represents la carte de restriction de 
1' insert dans pTG717, 



wo 85/04418 



16 



PCT/FR85/00062 



la figure 6 reprSsente le detail de la construction des 
' deux vecteurs d'expression de I'hirudlne pTG7l8 d6riv6 
de pTG927 et pTG719 d6riv§ de pTG951, 
la figure 7 repr§sente le graphique de I'Svolution 
de l*activit§ en hirudine des extraits de £• coli en 
fonction du temps pour les deux vecteurs, 
la figure 8 repr6sente 1' analyse des extraits de E. coli 
marquSs contenant l'activit§ hirudine, 
la figure 9 repr^sente 1' analyse des mtoes extraits 
qu'a la figure 8 mais apr6s traitement par la chaleur 
S pH acide. 

II convient de remarquer que les diff^rentes 
s§quences de nucleotides figurant dans les dessins doivent 
gtre consid§r6es comme faisant explicitement partie de la 
pr§sente description, ces sequences n'ont pas §te repro- 
duites dans le corps du texte afin de ne pas I'alourdir 
inutilement . 

La plupart des techniques mises en oeuvre dans 
les exemples suivants sent connues de I'hoitmie de metier 
et certaines sent decrites dans les references ci-annex§es . 
Seules les techniques particuliSres seront done dgcrites 
dans le cours de la description. On donnera uniquement a 
titre de renseignements g€n§raux les caract§ristiques des 

souches mises en oeuvre 

a ) Souches^bac t^r iennes 

Les souches bact^rlennes utilisies dans le cadre 
de la pr^sente invention sent les suivantes : 

. TGE900 qui est une souche de E, coli ayant les 
caract^ristiques suivantes : su"F"his ilv bio (XcI857ABamAHI) 

. N6437, souche de E> coli ayant les caract^ris- 
tiques suivantes : F^his ilv gal* ASproC* : tn10 lacAmI 5 
(XCI857AB amAHI) . 
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. Jmioa qui est tme souche de E, coll ayant 
les caract^ristlques suivantes : A (lac-pro) sup^ thi endA 
BbcBIS sttA rK" nK* / traD36 proAB"*" laci* lacZAmlS. 

Les souches mentionn^es pr^c^demznent ont ^t^ 
utllis^es parce qu"elles 6taient disponibles, 
mais il est bien entendu qu'il est possible d'utiliser 
d'autres souches dans la inesure oH elles pr^sentent 
certaines caract^ristiques essentielles qui sont 
rappel^es dans le cours de la description ditaill^e. 

Les exemples ci-aprSs comportent essentlellemenr 
§tapes suivantes : 

1**) la preparation des itiARN et la constitution d'une 

banque de cADN ; 
2**) la realisation d'une sonde ; 

3**) la selection de la banque grace a cette sonde et 
1' identification d'un plasmide portant la sequence 
codant pour I'hirudine ; 

4**) la realisation d'un vecteur d' expression du g&ne 
codant pour I'hirudine ; 

5") L' etude des resultats obtenus. 
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Preparation de 1*ARN 

Des sangsues vivantes de I'espdce Hirudo m^dicl - 
nails sont pr^levSes deuis la region de Bordeaux en France. 
On les fait jeuner pendant un minimum de 4 semalnes puis 
elles sont d^caplt^es et les tfites sont immfidiatement 
congelSes dans 1' azote llqulde. L*ARN de tStes totales est 
extralt par broyage des tStes sous forme d'une poudre fine 
dans 1' azote llqulde. A 1 g de cette poudre on ajoute 5 ml 
d'un tampon NETS (10 mM Tris HCl, pH 7,5, 100 mM NaCl , 
ImM EDTA, 0,5 % SDS) et 5 ml de phenol redistill^ tous 
les deux pr€chauff§s Sl 95^C. La solution est alors mSlangSe 
par vortex, centrlfugSe k 30 000 g, la phase aqueuse est 
r^extraite avec 1 ml de tampon NETS, et les phases aqueuses 
rassemblees sont r§extraltes avec 5 ml de phenol frals. 
L'ARN est pr€ciplt§ par addition de deux volumes dfithanol 
et rassembl§ par centrlf ugation apris avoir §t§ abandonnS 
a -20°C pendant plus de 4 heures . Le culot brim fence est 
dissout dans 2,5 ml d*eau distillee, 2,5 ml de LlCl 5 M 
sont ajoutes, et apres melange la solution est abandonnSe 
pendant une nult S 4*0, La solution est ensuite r^haussee 
avec 5 ml de LiCl 3 M, et centrifuges a 20 000 g pendant 
10 minutes S 4°C. Le surnageant est eliraine et le culot 
d'ARN Clair est repris dans 1 ml de H2O. On le reprend 
dans NaCl 0,25 M et I'ARN est pr§ciplt§ avec 2 volumes 
d'ithanol. Le culot d'ARN final est recupiri par centrlf u- 
gation puis est dissout et stocke a -80**C dans I'eau dis- 
tillee. La concentration de 1*AHN est mesuree par son abso^ 
tion a 260 nm. 

L'ARN messager polyadenyl^ est pr^parS en 
utilisant une cellulose oligo dT et une procedure standard 
(22) • Le rendement en mARN represente environ 2 i 5 % de 
I'ARN total de depart. 
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Preparation de I'ADN compliment a ire et 

Construction de la banque de cDNA dans 

le plasmlde vecte\ir pBH 322. 

Le processus mis en oeuvre est exactement le 
m6me que celui qui a conduit S la construction de la 
banque de mARN de fole humaln dficrlte dans la reference 
23, Les mARN de tfites de sangsues sont copi^es sous 
forme d'ADN en utilisant un "primer" oligo dT et 1 'enzy- 
me reverse transcriptase. Un second brin d'ADN est syn- 
th6tis6 en utilisant I'ADN polymerase, I'Spingle S che- 
veux est ouverte avec la nuclease SI et le cADN double 
brin est purififi sur un gradient de sucrose. Des cADN 
de taille determinie sont terminus ^ l'extr§mite 3' avec 
des petites extensions de dC en utilisant 1 'enzyme termi- 
nale deoxytransf erase puis sont rassemblis avec un vecteur 
pBR322 a extremite polyG coupe par Pstl. Les plasmides obte 
nus sont utilises pour transformer des souches de E. coli 
(souche 1106) et les transformants tetracycline resistants 
(obtenus avec une efficacite comprise entre 500 et 1 000 
par ng de cDNA doubre brin) sont mis en croissance sur des 
plaques de L-agar contenant 15 yg/ml de tetracycline. La 
banque de clone de cDNA repr^sentant 43 000 transformants 
individuels est etablie, les cellules sont recuperees par 
grattage a partir des colonies et remises en suspension dans 
un bouillon-L contenant la tetracycline. La suspension est 
effectuee dans le glycerol a 50 % et stockee a -20**C. 
Realisation de la sonde d'ADN pour le 
criblage de la banque 

Compte-tenu du fait que la sequence d'amino- 
acide publiee pour I'hirudine (figure 1) ne presente pas 
de methionine ou de tryptophane, c'est-i-dire les amino- 
acides qui sont codes par un codon unique, la sequence de 
proteine ne presente pas de regions part iculi Bremen t pro- 
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pices pour la realisation de sondes d •oligonucleotide par- 
ticuliSrement court qui constitue en r&gle g6n6rale la 
strat§gie mise en oeuvre pour 1 'identification des sequen- 
ces d'ADN clone (24). C'est pourquoi il a 6t6 decide d'adop- 
5 ter la technique diff§rente d'une sonde d 'oligonucleotide 

assez grande mais unique, ce qui a permis en particulier 
d'isoler le clone de- cDNA pour le facteur IX de coagulation 
humain (23) . Dans cette stratSgie, on sSlectionne la region 
de sequence d 'amino -acide pour lequel la redondance des 

10 codons est limitee au choix de la 3eme base (c ' est-S-dire 

que I'on ecarte I'arginine, la leucine et la serine), et 
on seiectionne la Seme base, Les paramStres consider^s 
pour choisir la 3§me base de ce codon, sont connus, il 
s'agit de maximiser la possibility d ' interaction G/T et 

15 d'ecarter les gpingles ^ cheveux et les palindromes dans 

la sequence de la sonde et bien entendu de tenir compte des 
sequences de gSnes connues pour les sangsues. 

Comme aucune sequence de g§ne n'a ete publiee 
pour les sangsues on a dti faire usage des connaissances 

20 sur les Stres les plus proches des sangsues au plan de 

1 'evolution et sur lesquels il existe de nombreuses se- 
quences d'ADN publiees, S savoir les insectes . Toutes les 
sequences codantes pour des ADN d' insectes ont ete analy- 
sees et une table des codons que I'on retrouve le plus 

25 frequemment a ete etablie. Ceci avec d'autres paramStres 

a ete utilise pour concevoir un oligonucleotide de 48 
bases de longueur, correspondant i 16 amino-acides , de 
la position 34 a la position 49 dans la sequence de I'hi- 
rudine. Cette region de sequence presente une redondance 

30 settlement dans la troisiSme position de chaque codon. 

Get oligonucleotide represente i la figure 2 a 
ete synthetise chimiquement par la methode au phosphodi ester, 
sur un support solide inorganique (25) , qui a dejS ete 
decrit pour un 52 mer en Preference (23), 
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Crlblage de la banque de cDNA avec 
1 'oligonucleotide 48 mer. 

La banque de cDNA tenue S parti r des mARN de 
t^tes de sangsues a StS gtalie sur des plagues d'agar L 
5 con tenant 15 yg/ml de tetracycline avec une density de 

colonie d'environ 4 000 colonies par plaque de 13 cm et 
les colonies sont mises en croissarice jusqu'S une taille 
de 1 a 2 ram de diamStre k ST^'C. Les colonies sont alors 
prSlev§es sur f litres de nitrocellulose. Les colonies des 

10 plaques maintenues sont mises en croissance puis les pla- 

ques sont stockSes^ a 4°C. Les filtres sont places sur les 
plaques de L-agar contenant 170 ug/ml de chloramphenicol 
et sont incubSs une nuit 5 37 *C pour amplifier les plas- 
mides dans les colonies bactSriennes . Les filtres sont 

15 ensuite traites par la procedure standard pour lyser les 

colonies bacteriennes et fixer I'ADN sur la nitrocellulose, 
Les filtres sont ensuite lav^s trSs compl§tement puis pr§- 
hybridSs dans un volume de 100 ml de 6 x SSC (1 x SSC = 
0,15 % NaCl, 0,015 M de citrate trisodique) , 5 x Denhardts 

20 (1 X Denhardts solution « 0,0 2 % Ficoll, 0,02 % de poly- 

vinyl pyrollidone, 0,02 % d'albumine de s^rum bovin) 
100 yg/ml d'ARN de transfert de levure et 0,05 % de pyro- 
phosphate de sodium. 

Un aliquote (30 pmole) de 1 'oligonucleotide 

25 48 mer est marque avec C'^^pH i son extremite 5* par incu- 

bation avec. Y L^^^3 ATP en presence de 15 unites de poly- 
nucleotides kinase • La sonde marquee est purifiee du 
Y Q-^^pH ATP libre par passage sur cellulose DEAE. 

La sonde marquee est hybridfie sur le f litre k 

30 la dose de 20 ml de 6 x SSC, 1 x Denhardts, 100 ug/ml de 

tENA de levure, 0,05 % de pytophosphate de sodium i 
42**C sous agitation legere pendant 16 heures. 

Les filtres sont alors laves dans 6 x SSC, 
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0,1 % de dodficyl sulfate de sodium (SDS) S la temperature 
de 37**C, 42'C, 50*C puis soumis a un lavage final avec 
2 X SSC, 0,1 % SDS a 50 'C pendant 10 minutes. Les filtres 
sont alors s6ch6s et exposes sur des films rayons X, Les 
colonies donnant des rfisultats positifs sont repfirees a 
partir des plaques marquees en comparant les spots posi- 
tifs sur le film X avec les plaques maitresses. L'un de 
ces clones dont le plasmide sera nommS pTG700 est confir- 
ms comme Stant positif par une seconde hybridation avec 
la sonde marquee est cultiv6 en quantity et I'ADN plasmi- 
dique est purifiS par des procidures standards. 

Identification de pTG700 comme contenant 

la sequence codant pour I'hlrudine. 

L 'insert de cADN de pTG700 reprSsente environ 
235 paires de bases. Ce fragment d'ADN est isol§ et trans- 
ferS dans le phage vecteur ml3 mp8 et la sequence d'ADN 
de 1* insert est determinSe par terminaison de chalne (26) • 
Une partie de cette sequence code pour une sequence protSi- 
nique qui est tres similaire k celle de I'hirudine. Cette 
rggion de la sequence correspond S la zone de la sonde qui 
est representee a la figure 2. 

Sur cette figure 2 : 

(a) correspond a la sequence de I'hirudine 
figurant dans la r§f§rence 2 de glu 49 S gly 34, 

(b) correspond S la sequence de la sonde 48 
mer synthetisee et utilis§e pour 1 'hybridation , 

(c) correspond k la sequence du clone pTG700 
dans cette region , les points indiquant les homologies, 

(d) correspond i la sequence d'amino-acide 
codSe dans cette region de pTG700. 

II faut remarquer que la sequence de cADN dans 
pTG700 est incomplSte, elle code seulement 28 des amino- 
acides C-terminaux de I'hirudine en plus des 101 base de 
la sequence non traduite 3' pr6c§d6e par un codon stop 
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en phase. L'une des differences par rapport Si la sSquence 
de prot^ine publifie pour I'hirudine est observ^e dans ce 
clone car I'acide glutamique remplace la glutamine ^ la 
position 49. 

Isolement de clones de cADN d'hirudine plus grand > 
Comme la sequence d'ADN confirme que 1 'insert 
de PTG700 code pour I'hirudine, cet insert est rendu radio- 
actif par Z-^^^J Par la procedure de "nick-translation" 
connue et est utilisSe pour un nouveau test de la banque 
de cDNA. Plusieurs autres colonies positives sont trou- 
vees et I'une d'entre elle comporte un plasmide d^signfi 
par pTG717 qui contient un insert d'une longueur d» environ 
450 paires de bases. L 'analyse de restriction de cet insert 
indique que la presence d'un site de restriction Taql plac§ 
au voisinage du centre. 

C'est pourquoi le fragment purifi^ est mis en 
digestion avec Taql et les fragments risultant 5' et 3» 
sont li§s dans le vecteur de sequensage ml 3 clive par 
Pstl/Accl. La construction du ml3 contient chacun des frag- 
ments qui peuvent etre identifies et soumis I 1* analyse 
sequentielle. Le rSsultat de cette analyse est indiqui I 
la figure 3. La sequence d'ADN de 1' insert de pTG717 moins 
les extremites polyG/C introduites a I'extremite pendant 
le clonage de la procedure est long de 379 bases, dont 219 
cedent un peptide dont la sequence est trSs similaire 3 
celle de la sequence de I'hirudine publiia- 

Diff §rents points doivent Stre notSs dans cette 

sequence . 

1) la sequence d'amico acide codSe par le fragment n'est 
pas identique a celle de la sequence de la prot^ine 
publiie pour I'hirudine native. II y a 9 amino-acides 
de difference entre la sequence de I'hirudine isol® a 
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partir de pTG7l7 et la sequence de I'hirudine p\abli6e. On 

note les modifications suivantes : Val 1 ile ; 

val 2 thr ; gin 24 lys ; asp 33 asn ; 

glu 35 lys f lys 36 gly ; lys 47 asn ; 

5 gin 49 glu et asp 53 asn. Ceci constitue un chan- 

gement majeur dans la sequence car 7 de ces modifications 
impliquent un changement de charge. L'homologie entre la 
sequence codante clon^e et la sequence de la protgine 
publifie est ainsi de 46/65, c'est-a-dire d' environ 70 %. 
10 II existe deux raisons possibles pour les diffe- 

rences observ6es entre les deux sSquences d "amino-acides . 
1* - on peut voir des espSoes, sous-espSoes et iri&nas des variations 
animales individuelles entre la sequence exacte de la 
molecule d'hirudine. II n'est pas possible de verifier 
15 si les sangsues utilisSes dans cette €tude sont exacte- 

ment de la mSme espdce ou sous-espece que celles qui ont 
§t§ utilisees pour publier la sequence d' amino-acide . 
En outre, il est possible qu'il existe dans les sangsues 
non seulement une mais diffSrentes formes d'hirudine 
20 avec une activity biologique similaire mais avec des 

variations dans les sequences d ' amino-acides de base. 
Dans ce contexte, il est significatif de mentionner les 
differences des r^sultats dans la littirature concer- 
nant les amino-acides N-terminaux de 1 'hirudine I'ori- 
25 gine life aval t gte trouve dans la matiere des t§tes, 

puis val avait ete trouve dans 1' ensemble de 1* animal, 
tandis que plus recemment on a de nouveau indiquS ile 
pour la matiSre provenant des tates. L'isoleucine se 
trouve dans la sequence de pTG717 I la position corres- 
30 pondant a 1 'extremity N-terminal de la protiine mature. 

Le concept de differentes formes d'hirudine est 
supports par les Etudes prSliminaires au niveau de I'ADN- 
Lorsque I'ADN total des sangsues est extrait S partir de 
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sangsues congelSes broydes par des proc6d6s standards, 
digSrSes par divers enzymes de restriction traits par 
61ectrophor&se sur gel d* agarose, puis trans fSr^s sur 
nitrocellulose et hybridfis avec 1' insert pTG7l7 
5 coznme sonde, on observe une grande quantity de fragments 

qui s'hybrident. 

Ainsi les rSsultats de la figure 4 sont obtenus de la 
fagon suivante : 

- 10 yg de 1*ADN total de sangsues sont mis en digestion 
10 avec des enzymes de restriction et presses en §lectro- 

phordse sur un gel d' agarose a 1 %, transf^r^s sur des 
filtres de nitrocellulose et hybridis avec un insert 
-PstI margug au Q ^^p] de pTG7l7. Les filtres sont alors 
lav6s fortement (0,1 x SSC, 0,1 % SDS, 65 ^'C) et l^s 
15 bandes Kybridees sont visualisees par autoradiographie . 

Ligne 1 - ADN digeri avec EcoRI 
Ligne 2 - ADN dig§r€ avec Hind III 
Ligne 3 - ADN dig§r€ avec BamHI 
Ligne 4 - ADN digere avec Bglll 
20 La dimension des fragments EcoRI en kb est indi- 

quee a droite. 

Avec les fragments de digestion Eco Rl, 6 frag- 
ments totalis ant 40 kb peuvent se voir dans des conditions 
de lavage tres dures. M§me s'il est theoriqueraent possible 
25 que ce schema represente un gSne mosalque trSs large, 11 

est peu probable qu'une seule petite s§quence codant pour 
moins de 400 bases soit distribuee sur 40 kb de g6nome . En 
outre, des experiences priliminaires avec des sondes compor- 
tant des fragments a insert partiel suggerent que cela 
30 n'est pas le cas . 

II a egalement §t§ observe qu'il existait une 
difference dans les sequences dans diffSrents clones 
d'hirudine, Isolds H partir de la m§me banque de cADN. 
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Par example dans pTG700 un lys se trouve en position 47 
(figure 2) comme dans la sequence d'amino-acides publi^e, 
tandis que dans pTG7l7 il existe un asn S cette position. 

C'est pourquoi toutes ces informations sont con- 
5 sistantes avec le concept de gSnes d'hirudine de struc- 

ture diff^rente et prSsentant des formes multiples au 
niveau de la protfiine. 

Un point finalement important est que la sequence 
entiSre du mARN d'hirudine n'est certainement pas contenue 

10 dans pTG 717. En effet, la lecture ouverte continue jusqu'i 

l'extr§mit§ 5' du clone et il n'y a pas de methionine dans 
cette region. Comme I'hirudine est une protiine qui est 
s^crSt^e S partir des cellules des glandes salivaires, on 
peut penser qu'elle a a son extr§mit§ N-terminal une se- 

15 quence "leader" (n^cessaire pour la secretion) et probable- 

ment aussi une pro-s€quence . La mol§cule active finale 
serait alors produite comme cela est le cas pour de nom- 
breuses zymogSnes et pricurseurs par des etapes de clivage 
proteolytiques . 

20 La taille du mARN de I'hirudine a ^tS diterminie 

et confirme que le clone pTG717 n'en n'est pas une copie 
complete. L'ARN des tgtes total d'hirudine a ^te passe sur 
glectrophorSse sur un gel d* agarose formaldehyde denature (27) 
transfers sur nitrocellulose et hybrid^ avec un insert de 

25 pTG717. Une espSce d'ARN hybride unique de 640 paires de 

bases est observ§e. Comme on pense que le pTG717 contient 
la sequence de mARN 3* entiire (une portion polyA est 
observge) de mSme que deux sites d' addition de polyA qui 
se recouvrent, environ 20 base k partir du polyA, on voit 

30 une region non traduite 3' de 160 bp (figure 3). Ce clone 

de cDNA manque de 160 paires de base H I'extrimite 5'. Il 
comprend le reste de l'extr6mit§ N-terminal de la protfiine, 
la methionine de 1 • initiateur , et une region non traduite 5' 
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du mARN. II n'eat pas exclu que I'hirudine soit coup§e a 
partir de I'extrSmitS C sous forme d'un prScurseur plus 
important, qui peut coder pour d'autres peptides actifs 
biologiquement, bien que la taille maximum de ce pr^cur- 
5 seur hypoth^tique serait au moins de 110 a 120 amino- 

acides, (c 'est-^-dire environ le double de la taille de 
I'hirudine mature) . 

II n 'a pas §t§ possible de g^nfirer les clones 
de cAON d'une longueur supSrieure I celle de pTG717 et 
10 on pense qu'une structure secondaire dans l'extr€rait§ 5* 

du mARN empSche la transcription inverse du.mARN au dela 
de ce point. L* analyse de la sequence g€nomique de I'hiru- 
dine devrait fournir des informations sur I'extremlte 5* 
de ce g^ne. 

15 La sequence d * amino-acides de I'hirudine codee 

par le clone pTG717 a §tS adapt§e pour s'exprimer dans 
les cellules de E. coli de la f agon qui sera decrite ci- 
aprSs • 

Expression de I'hirudine dans E. Coli 
20 A partir de 1* analyse de restriction de pTG717 

(figure 5) 11 es-t clair que 1 'ensemble de la sequence co- 
dant de 1 ' amino-acide est contenu sous forme d'un fragment 
de 225 bp Hinf I/Ahalll. Ce fragment est isole par restric- 
tion et insSrS dans les vecteurs d 'expression plasmidique 
25 pTG951 et pTG927 en utilisant des molecules d ' adaptateurs 

d' oligonucleotide synthitique . Les adaptateurs constituent 
les 7 amino-acides qui ont §te elimines de l'extr§mite 
N -terminal par la restriction Hinf I et on ajoute le fragment 
m§thionine initiateur et le site pour les endonucleases de 
30 restriction Ndelou Bglll qui sont n§cessaires pour 1' inser- 

tion dans les vecteurs d' expression. 

Les deux amino-acides aprSs 1' initiateur met 
sont remplac§s, c'est-a-dire que le fragment ile-thr qui 
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figure dans le clone de cDNA pTG7l7 est remplac6 par 
val-val de la sequence de protgine d'hirudine publifie. 

Bien que le clone de cADN pTG7l7 comporte la 
sequence ile-thr au lieu de la sequence val-val de la 
sequence publiee pour I'hirudine, il a 6te decide initia- 
lement d'exprimer la molecule avec une sequence val-val 
a I'extremite N-terminal. 11 y a deux raisons a ce choix : 

- le clone de cADN est certainement incomplet, avec pro- 
bablement une structure secondaire dans le mARN qui 
empSche la transcription. Ceci rend possible que I'extre- 
mite 5- de la sequence de cADN soit iicorrecte oompte-tenu 
de la transcription et du clonage "d'artif acts" , 

- en gSneral on admet que I'extrgmite N-terminal de la 
molScule d' hirudins active extraite de 1' animal complet 
commence avec val-val (8, 11). 

Le vecteur d'expression pTG951 est un vecteur 
d' expression plasmidique destini a exprimer le gSne de 
!• interferon y dont la synthSse est rappelee a la fin de 
la prisente description. 

Pratiquement, il contient essentiellement le 
promoteur gauche du bacteriophage contraie par un 
represseur code par I'hSte therroosensible C1857, 
suivi par le gene N de \ , intact ou tronque. 
Ensuite on trouve un site de fixation des ribosomes 
synthetiques qui a ete congu pour donne.r une fixation 
des ribosomes optimale. Un site de restriction unique 
Bglll.se trouve situe entre le site de fixation dss rx- 
bosomes et I'ATG de la sequence codant pour 1< interferon y. 
Ce vecteur est mis en digestion sur le site Bglll et au 
site unique Pvul en aval de la sequence codant pour 1 'in- 
terferon y puis est recupere par. eiectrophorSse sur gel 
d' agarose. Ce fragment de vecteur est combine avec un 
ensemble d' oligonucleotide d ' adaptateurs et la sequence 
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d'hirudine con tenant le fragment Hinfl/AhalXI tel que cela 
est d§crlt dans la figure €. 

Le vecteur d' expression pTG927 est §troitement 
reli€ au vecteur d' expression pTG908 dScrit 
5 ^ la fin.de la prSsente description. II 

diff&re seulement en ce qu'il contient un fragment addi- 
tionnel Sall-PvuII provenant du gSne de la tetracycline 
de pBR322. Le vecteur d'expression pTG927 contient le 
promoteur P^^, un gdne N intact et le site de fixation des 

10 ribosomes de la protSine CII de X puis I'ATG et une se- 

quence codant pour le fragment lacZ de la S-galactosidase . 
Sur I'ATG de cette sequence codante on trouve un site Ndel. 
Ce vecteur est mis en digestion avec Ndel et Pvull et le 
fragment de vecteur est purif ie . II est utilise ensemble 

X5 avec un autre jeu d'adaptateur d 'oligonucleotide et le 

fragment Hinfl/Ahalll de I'hirudine pour construire le 
second vecteur d'expression de I'hirudine qui figure t la 
figure 6. Les deux vecteurs d'expression sont destines ^ 
exprimer la molecule d'hirudine native (avec une sequence 

20 val-val a I'extremite N-terminal imm§diatement apres I'ini- 

tiateur ATG) . 

Dans 1 ' oligonucleotide adaptateur le codon de 
la 3Sme base est choisi pour favoriser un haut degre de 
traduction et pour eviter la formation de structures secon- 

25 dalres dans les mARN au niveau de cette region. 

Les deux vecteurs sont assembles de la fagon 
sviivante ; les oligonucleotides sont phosphoryles a 
I'extremite 5* par la polynucleotide kinase, puis traites 
en melange equimolaire (aprds 10 minutes de chauffage I 

30 65**C pour 15 heures i IS^'C) . Le vecteur et le fragment 

d'hirudine sont a j outer en quantite destines a donner 
des rapports molaires du vecteur /les fragments d'hiru- 
dine /fragment d'adaptateur de 1;20:50 et le melange est 
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li§ avec la ligase ADNT4 . Le melange de ligation est 
utilis§ pour transformer la souche E. coli TG900 et les 
trans formeuits portant les plasmides sont silectionnSs 
sur la plaque d'agar con tenant de 1 •ampicilline (100 
5 ug/ml) et ceux qui comportent la sequence codant pour 

I'hirudine sont identifies par hybridation des colonies 
en utilisant un insert marqufi de pTG717 comme sonde* A 
partir d'lin grsmd nombre de clones positifs^ 6 de chaque, 
en mSrne temps que 1 n^gatif (souche parente) sont s^lec- 

10 tionnSs et mis en croissance dans un milieu liquide de 

bouillon-L a 30**C jusqu'a une densitS optique de 0,3 i 
650 nm. L* expression a partir du promoteur Pj^ est ensuite 
induite par une augmentation de la temperature a 37°C et 
une incubation qui est maintenue pendant 6 heures. Les 

15 cellules sont alors rgcoltees par centrif ugation , sus- 

pendues 1/5 du volume de TGE (25 mM Tris HCl, pH 8, 50 mM 
glucose, 10 mM EDTA) puis broyees par sonif ication . Apr^s 
clarification des extra! ts par centrif ugation , un aliquote 
du surnageant est teste pour son activity antithrombinique . 

20 Des niveaux sigiiif icatifs d' activity antithrombinique appa- 

raissent dans 5 dei^ 6 constructions. avec pTG 927 et dans 
4 .des constructions sur ^ 6 avec pTG 951 qui indiquent 
egalement une activity bien qu'elle soit plus faible. 

Les contr61es n* indiquent aucune activite signi- 

25 ficative. L 'analyse de la sequence d'ADN des clones don- 

nant des r^sultats positifs par sequengage direct des 
plasmides montrent que la sequence attendue se trouve dans 
toutes les constructions qui prSsentent une activity. 

Deux clones prSsentant une expression positive, le 

30 clone pTG7 19 derivant de pTG951 et le clone pTG7l8 d^rivant de 

pTG917 sont analyses pendant 6 heures d* induction. Aprfes 
croissance de la culture I 30® jusqu'S une density 
optique de 0,3, 1' expression est induite par une augmen- 
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tation de la temperature a 37**C et un aliquote est prS- 
lev6 toutes les heures pendant 6 heures des extraits 
tels que pr6par6s prSc^deinment et 1' activity en hirudine 
est mesurfie (29) . Les r§sultats (figure 7) montrent que le cloni? 
5 pTG7l9 . pr^sente une croissance initiale suivie par un 

plateau de 1' activity aprSs 3 3i 4 hexires qui est au ni- 
veau de 370 U/1 a une densitfi optique de 650. 

Au contraire, le clone pTG718 presente une activity 
supSrieure qui continue H croltre pendant toute cette 

10 p^riode d' induction. 

Le niveau d' activity obtenu apres 6 heures est 
environ 5 fois supSrieur A celui du clone pTG719 et reprSsente 
une activity totale de 7300 u/1 de culture. Si ce recom- 
binant d 'hirudine presente une activity specif ique simi- 

15 laire ^ celle du produit naturel val-val le produit obtenu 

dans les extraits les plus actifs correspondraient a environ 
1 mg/1 "de culture. 

Propriete de 1' hirudine obtenue. 

Afin de caracteriser 1 'hirudine obtenue a partir 

20 . de E. coli on a analyst directement des §chantillons de 

culture apr^s induction, qui ont gtg chauffes ^ 70*C pen- 
dant 15 mn ou chauffes a 70 °C apres reduction du pH 2,8 
avec HCi. Dans ce dernier casle pH de Itextrait a 6te ramene 
a la neutrality avant d'etre dos§. L 'hirudine native trai- 

25 t§e de la meme fa^on ne presente pas de perte d' activity, 

comme cela pouvait §tre attendu compte-tenu des propriet§s 
publiees de la molecule (20). Dans le cas de I'extrait, 
aucune perte d'activiti n'apparalt apres ce traitement, 
en fait, aprds le traitement on observe une augmentation 

30 de 1* activity d'environ 2 fois. Ceci peut refleter soit 

la degradation, soit 1 ' inactivation des constituants de ^ 
I'extrait qui inhibaient 1' action de 1' hirudine, ou peut 
etre le pH assez bas et I'Stape de chauffage peuvent dans 
certains cas assurer une reformation plus complete des 
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ponts disulfure qui sont nficessalres pour que I'hirudine 
prfisente une activltfi maximum. Les extraits da contrOle 
ne prfisentent auoune activitS avant ou aprfis le traitement. 

Lorsque les extraits bactSriens sont priincubSs 
avec de la throrabine fixSe sur une r^sine s6pharose et 
que la thrombine-sSpharose est gliminSe par centrlfugation, 
pratiquement touts 1' activity Hirudine iiitiale se trouve 
SliminSe de I'extrait. L 'hirudine obtenue selon la pr6- 
sente invention semble se lier de fagon trSs efficace a 
la rSsine thrombine-sSpharose ce qui permet d'envisager 
une - possibilitS pour la purification de cette hirudine 

bactfirienne. 

Des cultures bact€riennes de cellules contenant 
le vecteur d'expression pTG7l8 sont mises en culture jusqu'a 
15 une densiti optique de 0,3 a 30«C puis induites a 37«C et 
des aliquotes sont prSlevSs toutes les heures et marquSs, 
sur milieu minima avec de la mSthionine 35g 100 yCi/ml. 
Les bactiries sont rassemblSes par centrifugation et 1 'en- 
semble des protiines bactSriennes marquSes sont analysees 
par SlectrophorSse sur gel de polyacrylamide SDS, suivies 
par une f luorographie . 

Aumains deux polypeptides induits en qiantit§ signi- 
ficative par la construction du vecteur peuvent Stre obser- 
ves a environ 6 a 8 000 Dal tons (figure 8 - lignes 5 a 10) . 

Lorsque les matSriaux marquSs a partir de cultures 
non induites de pTG7l8 et a partir de cultures de 3 et 5 
heures aprSs induction sont traitSs a 70"C a pH 2,8 pendant 
15 mn, centrifuges pour gliminer les protSines denatur^es 
et analysies sur un gel de polyacrylamide SDS, il est clair 
que I'essentiel des protSines de E. coli marguSes sont 
SliminSes de I'Schantillon (figure 9 - lignes 1 et 2) . Cette 
procSdure donne une purification trSs satisf aisante des 
2 bandes de poids molSculaire faible qui sont induites 
dans les vecteurs d'expression de 1' hirudine. 
35 L' ensemble de I'activitS hirudine se retrouve 

dans le surnageant. 
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Preparation des plasmides vecteurs pTG951 et 
PTG927. 

Ces plasmides vecteurs ont §t§ utilises pour 
doner 1' interferon ^ ou d^riv^s de plasmides entrant 
5 dans la preparation de tels vecteurs. C*est cette synthase 

qui sera rappelfie briSvement ci-apr§s en regard des fi- i 
gures ci*annex§es sur lesquelles ; 

- la figure 10 reprfisente la preparation de 

pTG907 

10 - la figure 11 reprSsente la preparation de 

Ml 3 TG910 

- la figure 12 reprisente la preparation de 

pTG908 

- la figure 13 reprSsente la preparation de 

15 pTG909 

- la figure 14 reprSsente la preparation de 

PTG941 

- la figure 15 reprisente la preparation de 

PTG951. 

20 La preparation de ces plasmides vecteurs coraporte 

essentiellement : 

a - la preparation de pTG908 vecteur qui comporte 
P^rN et CII rbs 

b - la preparation de pTG951 vecteur qui comporte 
25 un site de fixation des ribosomes synthetiques . 

Preparation de pTG9a7 (figure 10) > 
Le plasmide de base utilise est le plasmide 
pBR322 ; toutefois, celxii-ci presente 1 ' inconvenient 
d' avoir k I'interieur du gSne amp un site de restriction - 
30 Pstl, car un site de m§me nature sera utilise par la suite 

dans la' zone de clonage comme site \inique de restriction. ? 
II convient done de faire disparaltre ce site de restric- 
tion PstI en utilisant un mutant du plasmide pBR322, le 
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le plasmide pUC8, dans lequel le gSne de resistance a 
I'amplcilline ne prfisente pas de site de restriction PstI 
(ce site a 6t6 filiminS par mutation in vitro) . pBR322 est 
commercialise notairanent par Bethesda Research Laboratories 
et pUC8 est dficrit dans 1' article rSfSrenog 30. 

Pour ce faire, on Schange le fragment PvuI/PvuII 
de 1 669 bp de pBR322 avec le fragment analogue PvuI/PvuII 
du plasmide pUC8. Afin de rSaliser cet ^change les plasmi- 
des PBR322 et pUC8 sont traitgs successivement par Pvul, 
PvuII, puis circularisSs par action d'une ligase. 

On obtient ainsi le plasmide pTG902 qui ne prS- 
sente plus de site de restriction PstI et qui a egalement 
perdu le site de restriction Ndel prisent a I'origine sur 
PBR322 (non represents sur la figure) . En outre, le plas- 
mide PTG902 porte un fragment de 50 kb correspondant a la 
siquence laci' dans lequel se trouve le site PvuII. 

Le promoteur P^^ et le gSne XN (qui provient du 
phage X, le gSne XN code pour une fonction d'antitermi- 
naison de transcription) sont isolSs du plasmide pKC30 pour 
Stre ins6r6s dans pTG902 comme ceia est indique sur la 
figure 10 ci-annexee par traitement EcoRI, SI, BamHI pour 
PTG902 et par traitement Pvul, SI, BamHI pour pKC30 avec 
ligation . 

L'un des plasmides obtenus aprSs transformation 
de la souche TGE900, pTG906, est traitS de fagon a Slimi- 
ner le segment PvuII-Sall. Pour ce faire, pTG906 est 
traits successivement avec Sail, la nuclSasa SI, PvuII 
et la ligase. On obtient ainsi pTG907. 

Preparation de M13 TG9I0 (figure 11) . 

on insSre ensuite la "rSgion de fixation des 
ribosomes" XcIIrbs (provenant elle aussi du phage X) sous 
forme d'un fragment AvaX/TaqI dans le dSbut du gSne LacZ' 
(fragment a de la g-galactosidase) lequel a itS cloni dans 
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le phage M13 nommfi M13tgll0. Cette stratSgle permet un test 
fonctlonnel simple pour rbs, ol savoir la production de la 
protdine lacZ' et, par consSquexit, d'obtenir des plagues 
bleues en presence d*XPTG et de Xgal ; ceci permet §gale* 
5 ment un s^quen^age rapide de la construction en utilisant 

la m€thode dite du didfioxy. 

On obtient ainsi aprSs selection dans les bactS- 
ries compStentes un clone resultant M13tg910 dont la struc- 
ture globale est representee ^ la partie infSrieure de la 
10 figure. 

Preparation de pTG908 (figure 12) , 

Le fragment cllrbs/lacZ* du phage MlStgSlO est 

transfers sur le plasmide vecteur pTG907 prepare precedem- 

ment . 

15 Pour ce faire, on eiimine les sites EcoRI, BamHI 

et Aval en 'amont de cllrbs puis on insure un site Bglll. 

Dans ces conditions, cllrbs peut §tre preieve 
sous forme d'un fragment Bglll-Bglll et place dans le site 
BamHI en aval du promo teur Pj^ et du gene XN de pTG907, 

20 Le phage M13tg910 est digere avec EcoRI puis 

traite avec BalSl puis ensuite par la polymerase, de Klenow. 
Les fragments obtenus sont alors soumis a 1 • action de la 
ligase en presence d'adaptateur Bglll non phosphoryies • Le 
melange de ligation obtenu est utilise pour transformer 

25 des cellules competentes JM103, 

On seiectionne alors les plages bleues. Ces clones 
sont ensuite analyses afin de verifier qu'ils contiennent 
le site Bglll et qu*ils ne presentent plus de site EcoRI ou 
BamHI en amont. On obtient ainsi des clones tels que M13tg 

30 912 dont la structure est representee. 

Le traitement par Bal31 a produit une deletion 
de 101 bp eiJLminant les sites EcoRI, BamHI et Aval ; ainsi 
que les sequences de lac ATG et lac Shine/Dalgarno . Le 
site Bglll introduit se trouve place environ 100 bp en 

35 amont de I'ATG de cIX et 10 bp en aval de Pjl^c' 
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Le fragment BamHI/SphI de pTG907, le fragment 
Bglll/Hpal portant cllrbs et lacZ • et I'adaptateur phos- 
phorylfe ont 6t6 prShybrid^s dans un rapport molaire de 
1:2:1 puis traitfis avec la ligase T^, Des aliquots sont 
5 utilises pour transformer les cellules comp6tentes de la 

souche 6150 d B'^C. 

Les cellules IntSressantes sont identlfiSes en 
sSlectionnant les transformants avec un fragment cllrbs/ 
lacZ' marqu§ au P^^ et la construction obtenue est confir- 
10 ia€e par une §tude de restriction enzymatique. 

Afin d* avoir une premiSre indication montrant 
que les diff brents §l^ments du systSme d* expression se 
conduisent comme cela est disir^, le plasmide obtenu, 
pTG908, est transf§r§ dans une souche h6te N6437 qui pos- 
15 side a la fois cl857 et le fragment oj de la 3-galactosidase 

complSmentant le fragment a qui est code par le plasmide. 

Les transformants obtenus places sur une boite 
contenant IPTG + Xgal sont blancs a 2B''C puis virent au 
bleu environ 30 minutes aprSs lorsqu'on les transfdre a 
20 42*C. 

Ce vecteur avant d'etre utilise pour doner 
I'hirudine a eti adapte pour doner 1' interferon y h\jmain : 
IFN-Y, en fait pour le clonage de I'hirudine la nature de 
la protSine intermSdiaire clon^e n'a pas d * importance / 

25 mais les vecteurs ont et§ realises selon le schema ci-apr§s . 

L* analyse de la sequence des nucleotides de IFN-y 
pour les sites de restriction r#vSle un site EcoR II a 8 bp 
en aval du depart de la protSine mature et un site Sau 3A S 
285 bp en aval du codon stop, ce qui permet d'isoler prati- 

30 quement toute la sequence codant pour la prot^ine mature 

sur un fragment EcoRII/Sau3A. Le clone de IFN-y obtenu a 
partir d'une banque est nomm6 pTGll. 



wo 85/04418 



37 



PCT/FR85/00062 



Construction' de PTG9 09 (flexure 13) > 
On utilise tout d'abord une molecule d* adaptation 
synth§tique qui permet : 

a) d'effectuer la jonction entre les extr§mitis 

EcoR II et Ndeir 

b) d'introduire les 8 bp manquantes par rapport S 
la sequence codant pour IFN-y mature et, 

c) de reconstituer le codon de d§part ATG de 
cllr bs de fa^on que la sequence codant pour la prot§ine 
IPN~Y mature soit traduite sans amino-acides fusionn§s I 
1' exception de I'initiateur F-raet, 

Get adaptateur est synth6tis§ chimiquement et 
sa constitution est repr§sent§e sur la figure. 

pTGll est mis en digestion avec EcoR II et Sau3A 
et pTG908 avec Nde l et BamH I. 

Les fragments appropriSs sont purifi§s sur gel, 
melanges avec une quantity §quimolaire de 1 'adaptateur, 
prehybrid^s et lig^s . Le melange est utilise pour transfor- 
mer des cellules compStentes TGE900 et les transformants . 
sont selectionnis en hybridant un insert PstI de pTGll 
"nick-traduit" et marquS au P^^ avec les transformants. 

13 clones sent selectionnes et centrales par 
cartographie et I'un d'eux pTG909 est v^rifie par sequen- 
gage. 

Construction du vecteur pTG941 (figure 14) , 
pTG909 contient 2 sites Nde l, I'un au codon 

de depart de IFN-y et 1' autre 22 bp eb ,aval de la sequence 

IFN-Y . 

La region entre ces sites qui est la rSgion 
codant pour les 7 premiers amino-acides de IFN-y ^ ^"^^ 
eliminee par traitement avec Nde l et remplacSe par \m 
oligonucliotide synthStique qui est represent§ sur la 
figure . 
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Cette reaction dgtruit le site Ndel aval et recons- 
titue le site Nde l amont tout en introduisant un site BamHI 
qui est unique. On obtient ainsi le vecteur pTG94l. 

Construction de pTG951 (figure 15), 

La figure 15 schematise la construction de pTG951 
qui est d§riv6 de pTG941 dans lequel le fragment contenant 
le cll rbs a §t6 remplacS par une sequence synth§tique sur 
la base de la sequence de la rSgion d* initiation de la 
traduction de I'op^ron E, coli lac notS E ■ coli lac op^ron 
rbs. Cet oligonucleotide synth^tique a it^ ins^rS au niveau 
du site Hgal entre le site unique Nde l du codon de depart 
de la sequence codant pour IFN-y et le site Clal qui a 6tg 
insure dans le gSne N. 

De ce fait par traitement avec Nde l et Cla l le 
plasmide pTG951 ne contient plus qu'un gene N tronqu§ (un 
codon stop en phase avec la traduction du gfene N est place 
immediatement en amont du nouveau site rbs) et est depourvu 
des terminateurs de transcription tLl et tRl presents dans 
pTG909 et pTG94l. 

Las principaux resultats sont rappeles dans le 





tableau ci 


-apr&s 












NOM 


PROMOTEUR 


RBS 


SEQUENCE DE RBS ET JONCTION AVEC 


LA 


SEQUENCE 


pTG909 


PL 


cll 


fmet cys 

TAAGGAAGTACTTACATATG TGT 


tyr cys 
TAC TGC 


gin 
CAG 


asp 
GAC 


pro 
CCA 


pTG941 


PL 


oil 


fmet cys 

TAAGGAAGTACTTACATATG TGC 


tyr cys 
TAC TGT 


gin 
CAG 


asp 
GAT 


pro 
CCC 


pTG951 


PL 


SYNTH 
(lac) 


fmet cys 

CACAGGAACAGAGATCTAT'G TGC 
Bglll 


tyr cys 
TAC TGT 


gin 
CAG 


asp 
GAT 


pro 
CCC 
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Les exemples ci-aprfes sont destines h illustrer 
la preparation du variant HV2 modifid h son extr^mit^ 
N -terminal e. 

Sur les figures annex^es : 
. la figure 16 reprdsente une courbe de 1* activity hirudine 
induite dans une culture de E> coli TG900 contenant 
PTG720 ; 

- la figure 17 reprdsente un spectre d' analyse des protdines 
marquees au ^^S des extraits de E, coli TG900 contenant 
pTG720, 

Preparation de HV2 modifid 

La construction du plasmide pTG720 exprimant 
1* hirudine selon 1' invention est obtenue selon le 
m§me processus que le plasmide pTG718 d§crit 
precedemment en partant de pTG717 et de pTG927, 
On assemble le fragment Ndel/PvuII de 
PTG927 avec le fragment Hinfl/Ahalll de pTG717 par 
1 ' interm^diaire d* oligonucleotides adaptateurs ,d§crits 
ci-aprSs,afin de reconstituer a l'extr§mit§ N terminale 
de 1' hirudine la sequence ile - thr. 
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Le melange de ligation est utilise pour 
transformer E. coli TG900 et les trans formants contenant 
des plasmides sont select ionn§s sur plaque de L agar 
contenant 100 ug/ml d 'ampicilline . Les constructions 
5 qui contiennent la sequence de I'hirudine sont 

- identifiSes par hybridation des colonies en utilisant 
un Insert marqu6 de pTG7l7 comme sonde. 

La sequence d'ADN du plasmide final a 6t§ 
contrCl§e par sSquen^age direct de I'ADN dans le 
10 plasmide d* expression. 

Expression de 1' activity hirudlne par pTG72Q 
Des cellules de E. coli TG900 contenant le 

plasmide pTG720 sont mises en croissance sur milieu LB 
15 plus 50 yg/ml d* ampicilline S 30*C jusqu'S une densit§ 

optique 600 de 0,3. 

Les cultures cellulaires sont alors 

transferees 3 37^*0 pour induire la transcription a 

partir du promo teur P_ . 

L 

20 ' On pr^lSve heure par heure 1 ml d'une 

aliquote et la densite a 600 nm est mesuree, puis les 
cellules sont collecties par centrifugation. 

Le culot de centrifugation est remis en 
suspension dans 200 yl de TGE (25 mM Tris HCl, pH 8,0, 

25 50 mM glucose, 10 mM EDA) et les cellules sont lysees 

par sonication. 

Apr^s clarification, le surnageant est 
collecte et 1' activity antithrombine est mesuree, 
soit par I'essai de coagulation ou par dosage colori- 

30 mitrique de 1* inhibition de la coupure du substrat, 

tosyl-glycil-prolyl-arginine-4 nitroanilide acetate 
(Chromozym TH, Boehringer Mannheim GmbH) par une 
solution de thrombine standard. 
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La reaction est conduite dans un volume 
rfiactionnel de 1 ml en utilisant 13 uM de substrat 
dans un tampon composS de 100 mM Tris HCl, pH 8,0, 
0,15 M KCl, 0,1 % de poly€thyl6ne glycol 6000. 
5 La reaction avec 0,25 U de thrombine est 

suivie pendant 2 minutes grSce a un spectrophotomStre 
^ 405 nm et la vitesse de r§action est mesur§e k 
partir de la pente d 'accroissement de density optique. 
De I'hirudine standard ou des extraits 
10 inconnus sont ajout^s ^ ce melange r§actionnel de 

thrombine pour determiner la quantity d* inhibition 
ou 1' activity antithrombinique . 

La figure 16ci-annex6e mbntre I'effet de 
!• induction de l*activit§ antithrombinique d'une 
15 culture de cellules contenant pTG720 exprim§ en 

unite antithrombine pour une densite optique de 600 
par litre de culture et ceci sur une pSriode de 
6 heures. 

La ligne pointillSe indique la courbe de 
20 croissance des cellules de E, coli mesurSe S une 

density optique de 600 pendant la mSme pSriode. 

On observe une activite de type hirudine 
prSsentant un niveau significatif grSce a 1* induction. 

Des lysats de contrCle des cultures contenant 
25 le plasmide sans la sequence hirudine ne prSsentent 

aucune activity, 

Lorsque ces lysats bact^riens sont chauffes 
S 70°C pendant 15 minutes apres acidification i pH 2,8 
avec HCl, une quantity considerable de prot§ines 
30 est d^naturSe et prScipitSe. Lorsque celle-ci est 

eiiminee par centrifugation de I'extrait refroidi et 



wo 85/04418 



PCT/FR85/00062 



43 



le surnageant neutralist par addition d'un tampon 
Tris HCl (concentration finale 100 mM, pH 8,0) au 
moins 100 % et souvent plus de 1' activity de depart 
se retrouve dans le surnageant. 

Dans une expSrience typique, 130 % de 
1* activity de depart se retrouve dans le surnageant. 

Aucune activit§ rSsiduelle n'est trouvfie 
dans le materiel prgcipitS dans le culot. 

Lorsqu'un extrait bactSrien, chauffg et 
acidifi§ aprSs ref roidissement, centrifugation et 
neutralisation (200 yl contenant 5 ATUs d'hirudine) 
est incubS pendant 15 minutes Sl 37**C avec 100 yl 
d'une bouillie a 50 % de thrombine couplSe de fagon 
covalente a une rtsine Sepharose (pr§par§e par des 
procedures standards) et lorsque la Sepharose 
thrombine est §liminge par centrifugation, aucune 
activit§ de type hirudins ne peut se trouver dans le 
surnageant . 

Ainsi, I'hirudine produite par pTG720 a 
les m&nes propriSt^s gen§rales que la molecule native 
et que celle qui est obtenue par pTG717 et pTG718. 

Les polypeptides sp§cifiquement induits 
dans la culture de pTG720, apr^s marquage avec la 
methionine S , resolution par §lectrophorese sur gel 
de polyacrylamide et visualisation par fluorographic , 
sont representes a la figure 2. Une s€rie de poly- 
peptides de petit poids moleculaire (5 k 10 000 daltons) 
sont plus particulierement induits. 

Sur la figure 17, 
. la ligne 1 reprSsente les cellules non induites, 
. la ligne 2 1' induction i O heure, 
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• la ligne 3, 1 heure d* induction, 

. la ligne 4, 2 heures d' induction, 

. la ligne 5 : marqueurs de poids moldculaire, 

5 . La ligne 6, 3 heures d* induction, 

. la ligne 7, 4 heures d' induction, 

. la ligne 8, 5 heures d' induction, 

. la ligne 9, 6 heures d' induction, 

• la ligne 10, 7 heures d' induction. 
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Les examples suivants sont destines & illustrer 
la preparation de I'hirudine HV1 . 

Etude du gfene HV1 et stratdgle de synthase 

La stratdgie de synthase pour la preparation du 
g^ne de I'hirudine HVl comprend diffdrentes dtapes. 

Tout d'abord, coimtie 11 n'y a aucune difference 
en amino-acides entre HVl et HV2 aprfes 1 'amino-acide 53, 
comme cela ressort de la figure 18, et comme il y a un 
site unique TaqI dans le cADN de HV2 clone dans pTG717 
qui est centre sur 1 'amino-acide 56 , (f igurel 9 ) , la 
sequence d'ADN du variant HVl aprfes 1 'amino-acide 56 
peut §tre fournie par le fragment Taql-PstI de pTG717. 

C'est pourquoi seul 1»ADN codant pour les 56 
premiers amino-acides de HVl doit etre synthetase 
chimiquement , 

Get ADN a ete synthetise en deux blocs separes* 
Le premier, reprdsente sur la figure 2Q debute par un 
site cohesif EcoRI qui est essentiellement destine au 
clonage, immediatement suivi par un site Ndel qui 
incorpore. le codon d' initiation ATG avant la sequence 
codant pour HVl . Le g^ne complet peut etre preieve en 
utilisant le site Ndel k I'extremite 5' pour 1' insertion 
dans un vecteur d 'expression dans E. coli , Cette partie 
est suivie par une extension d'ADN codant pour les 
amino-acides 1 ^ 32 de HVl et peut etre terminee par 
une extremite cohesive BamHI, car les amino-acides 31 
et 32 sont gly et ser et peuvent etre codes 

par un site BamHI comme cela est represente : 

BamHI 

GGATCC 



gly ser 
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Cette partie d 'ADN synthdtique qui pr^sente 109 bp 
est assembl^e par condensation de ses oligonucleotides 
constituants puis plac^e par ligation dans le phage 
M13mp8 coup4 par EcoRI/BamHX de facon k conduire 
'5 ^ la construction M13TG724. Comme I'ADN synth^tique est 

contenu dans la region polylinker du phage Ml 3 , il 
peut §tre imm^diatement s^quencd pour verifier 1 ' assemblage 
correct de ce premier bloc synth^tique. 

Le second bloc synth^tique correspond aux amino- 

10 acides 33 h 56 et estlimitd^ une extrdmitd par un site 

coh^sif BamHI et k 1 * autre extrdmit^ par un site. TaqI 
(figure 21) . Ce bloc synthdtique de 69 bp est de nouveau 
assemble h. partir de ses constituants oligonucleotides 
puis incorpor^ avec le fragment Taql/PstI provenant 

15 de pTG717 dans M13TG724 coup^ par BamHI/PstI 

comme cela est indiqu^ ^ la figure 21. Ceci conduit h 
un phage M13TG725 qui contient la sequence codant pour 
HV1 en entier. Comme pr^c^demment / 1 'assemblage correct 
de cette construction peut €tre imm^diatement v^rifi^ 

20 par s^quengage. 

L'^tape suivante comporte le transfert du 
fragment Ndel/Ahalll qui commence avec 1 'ATG de la 
sequence de I'hirudine et se termine dans une region 
non traduite h I'extr^mite 3» dans le plasraide pTG927 

25 coup^ par Ndel/PvuII. Ce vecteur d'expression est 

identique k celui qui a 6t6 utilise pour construire le 
vecteur d' expression hirudine HV2 pTG720 et sa structure 
et sa construction ont d6jk 6t6 d^crites. Le vecteur 
d' expression final codant pour le variant HV1 est 
* 30 appeie pTG726 et est repr^sente k la figure 22. 
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La sequence exacte des oligonucleotides utilises 
pour la construction de ces deux blocs est indiqu^e h 
la figure 23. Le bloc 1 s'dtend du site EcoRI au site 
BamHI et est compost de 8 oligonucleotides ayant des 
5 tallies de 22 h 32 bases. Le bloc 2 s*etend entre le 
site BamHI et le site TaqI et est compost de 6 oligo- 
nucleotides ayant des tallies s ' dchelonnant entre 19 et 
30 bases. 

Les oligonucleotides sont synthetises par une 
10 procedure au phosphotriester manuelle sur un support 

de silice (reference 31) et sont purifies en utilisant 
des techniques HPLC ou I'eiution k partir de gel de 
polyacrylamide • 

La sequence exacte des oligonucleotides utilises 
15 pour la partie synthetique du g^ne est choisie en 

considerant les parametres suivants : 

a) le choix des codons , lorsque cela est possible, est 
celui des g^nes qui sont exprimes ci des trfes hauts 
nlveaux dans E. coli ; ce choix est fait en utilisant 

20 les donnees publiees (ref.: 32, 33) ; 

b) 1' analyse par ordinateur de. chacun des oligonucleotides 
individuellement , et ensuite dans la sequence complete, 
de facon ^ eiiminer des structures pouvant former des 
"ep ingles ci cheveux" ; 

25 c) le choix de I'extrdmite N-terminale de la molecule 

d'hirudine correspond ^ 1 'utilisation pref erentielle 
de certains codons pour obtenir des bases dans 
certaines positions de cette region dont on a raontre 
qu'elles etaient importantes pour une expression 

30 eievee de proteines etrang^res dans E. coli . 
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Assemblage du gfene synth^tlgue 

Les oligonucleotides constituant ce bloc, 1-8, 

(figure 23) sont phosphoryl^s h leur extrdmitd 5' avec 

la polynucleotide kinase dans des conditions standards, 

sauf pour les deux oligonucleotides des extremes 1 et 8 • 

Ceci est destine & eviter la formation de dim^re ou de 

polym^re du bloc synthetique dans les etapes suivantes 

de ligation. 500 picomoles de chacun des oligonucleotides 

sont kinatees en utilisant 2 unites de polynucleotide 

kinase dans un volume final de 25 \il de 60 mM TrisHCl, 

pH 7,5, 10 mM MgCl^/ 8 mM dithiothreitol , contenant 

32 

egalement 3,3 pmoles de P y-ATP, dont I'activite 

specif ique est de 5000 Ci/mmole. Apr^s incubation 

pendcuit 15 minutes h 3 7*C, les oligonucleotides sont ensuite 

phosphoryies comply tement par addition de 5 inroles d'ATP froid. 

Aprfes incubation pendant 15 minutes suppiementaires 
k 37 "C, les oligonucleotides sont purifies par electro- 
phorfese sur gel de polyacrylamide ^ 20 % conduite dans* 
des conditions denaturantes . Les oligonucleotides marques 
sont detectes par autoradiographie , les regions appropriees 
du gel sont excisees et les oligonucleotides elues par 
H2O durant une incubation d'une nuit ci ST'^C. 

Les oligonucleotides sont alors charges sur des co- 
lonnes de DEAE-cellulose , eiues par un tampon bicarbonate 
de triethylairaaonium 1 M pH 8 et lyophilises. 

Pour les oligonucleotides 1 et 8 non kinates 
et non marques, la purification de gel est conduite 
comme precedemment mais les oligonucleotides sont 
detectes par absorption UV. 

Les fragments compiementaires (1+5, 2+6 ...) 
sont melanges, en utilisant des quantites equivalentes , 
100 picomoles de chacun des oligonucleotides dans un 
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volume final de 50 ul de 66 mM Tris HCl pH 7,5, 6 itiM 
MgClj/ 100 mM NaCl, 0,5 mM Spermidine, 8 mM dithio- 
thr^itol. Ces melanges sont chauff^s h 100*0 et refroidis 
lentement h 37*^0 pendant 2 heures. Les solutions sont 
5 mdlang^es pour donner des hybrides avec 4 oligonucleotides 

dans 100 ^il. Les melanges sont finalement rassembl^s et 
les 8 oligonucleotides sont mis ^eipparier une nuit ^ 37**C 
dans un volume final de 200 ul. 0,005 picomoles des oligo- 
nucldotides appari^s sont lig.u^s avec 25 ng de 

10 M13mp9 dig6re par BamHI/EcoRI et pur if id sur gel, 

dans un volume final de 20 [il d'un melange de 
ligation contenant 66 mM Tris pH 7,5, 6,6 mM MgCl2f 
10 mM dithiothreitol, 0,5 mM ATP. 

La ligation se poursuit ^ IS^'C pendant 24 heures, 

15 suivie de nouveau par 24 heures ^ 4°C. Le melange de 

ligation est alors utilise pour transformer E. coli JM103. 
A partir des nombreuses plaques blanches obtenues par 
transformation, on sdlectionne 8 candidats, on prepare 
les ADN des phages monobrin et on les soumet h un 

20 s^quengage d'ADN direct par la mdthode de termination de 

chaine diddoxy (ref, 34). De ces candidats, deux sont trouv4s 
contenir 1 'assemblage correct d 'oligonucleotides 
correspondant au bloc 1 de la figure 23 et I'un d'entre eux 
est designe comme etant M13TG724 et utilise dans I'etape 

25 suivante. 

Pour assembler le second bloc synthetique, on 
utilise essentiellement la mime stratdgie que celle qui 
30 a ete decrite precedemment , k 1' exception du fait que 

les constituants oligonucleotides ne sont pas prepurifies 
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avant I'^tape d 'appariement mais sont plut6t kinatds 
(sauf pour les oligonucleotides terminaux 9 et 14 - 
figure 23) puis directement apparids . Les conditions de 
d'appariement sont les mSmes que celles qui ont ^t^ 
d^crites prdcdd eminent avec 100 picomoles de chacun des 
oligonucleotides dans un volume final de 150 ^1. 

Apr^s I'dtape d ' appariement , le melange est 
charge sur un gel d' agarose k 2 % (agarose k basse 
temperature de fusion) puis passe en eiectrophorfese . 
Les oligonucleotides sont ddtectes par coloration au 
bromure d'ethydium et les bandes correspondant au bloc 
assemble (69 bp) sont coupees du gel et eiuees par 
des procedures standards. 

Le second bloc synthetique (2 ng) est ensuite 
melange avec 50 ng du phage M13TG724 coupe par Pstl/BamHI 
et purifie sur gel et 2 ng d'un fragment Taql/PstI de 
pTG717 purifie sur gel. L 'ensemble de ces elements est 
assemble dans un volume de 20 |il de 66 mM Tris HCl 
pH 7,5, 6,6 mM MgCl2f chauf f e h 65 *C pendant 5 minutes, 
et on ajoute DTT jusqu'^ 10 mM, ATP jusqu*^ 0,5 mM et 
5 unites de ligase T^, La ligation est poursuivie 
pendant 16 heures h 15*0 puis le melange de ligation est 
utilise pour transformer E. coli JM103. 

A partir des plaques blanches parmi les trans- 
formants, on en choisit 12 qui sont seiectionnees pour 
preparer un phage monobrin pour sequengage direct - 
En outre, le phage est egalement prepare sous forme double 
brin (ref,35) pour etudier 1 'existence d'un site unique 
BamHI qui doit §tre present dans les recombinants 
correctement assembles. La majorite de ces clones 
contiennent k la fois le site BamHI et la sequence d'ADN 
correspondant k 1 'assemblage correct de 1 'ensemble du 
gfene codant pour HV1 . On choisit I'un de ceux 1^ denorame 
M13TG725. 
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L'^tape finale pour crder le plasmide vecteur 
capable d'exprimer la protdine HV1 consiste ^ transferer 
le segment de 248 bp Ndel/Ahalll de M13TG725dans pTG927 * 
5 coupd par Ndel/PvuII { figure 22 ) • Toutefois, 

comme la forme r^plicative du phage avec ce type 
de digestion conduit h. un second fragment de Ml 3 ayant 
pratiquement la meme taille mais qui se clone de fagon 
plus efficace dans le vecteur d' expression que le 

10 fragment d^sir^, il a 6t6 n^cessaire tout d'abord de 

preparer un fragment Avall/Bglll (1/71 kb) qui contient 
1 'ensemble de la sequence hirudine HV1 puis de le 
digdrer avec Ndel/Ahalll- Ce produit de digestion sans 
autre purification a ^t^ ligu^ dans le vecteur 

15 d* expression pTG927 apr^s coupure Ndel/PvuII* Parmi les 

transformants de E. coli TGE900, la construction correcte 
pTG726 a 6t4. identifide par la presence d'un site unique 
BamHI ddrivant de la sequence du gene HVl et ensuite 
par une analyse de sequence d'ADN directe. 

20 Expression de 1 'activity biologique de l^hirudine 

HVl avec PTG726 

Le vecteur d 'expression pTG726 comporte un 
promoteur thermo-inductible , le promoteur P^^, promoteur 
majeur gauche du bacteriophage X. Comme ce promoteur 

25 est bloqud par un r^presseur thermo sensible code par 

l'h6te# le g^ne de 1 'hirudine HVl n'est pas transcrit 
pendant la croissance k 30 °C- Toutefois, lorsque la 
temperature est dlevde au-delk de 37*'C, la transcription 
de ce g^ne est induite . 

30 La figure 24 montre les courbes de croissance 

et 1* induction de 1 'activity antithrombinique dans une culture 
de E. coli pTG726 mis en croissance ^ 30*'C jusqu*ci une 
density optique de 0,3 h. 600 nm, puis avec une induction 
k 37**C. 
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L* activity hirudine est mesurde par la capacity 
des extraits soniqu^s des cellules bact^riennes d'lnhiber 
1 'activity de la thrombine bovine dans sa capacity h 
cllver des substrats chromog&nes • 
5 II est Clair que des quantitds signif icatives 

d 'hirudine sont induites dans les cultures de pTG726. 
Environ 3^4 000 unites antithrombine /DO /litre de 
culture, mais cette activity decline rapidement dans le 
temps. Get effet est bien reproductible avec un pic 

10 d 'activity 3 heures apr^s 1* induction, suivie d'une 

^tape de d^clin. 

La nature de cette courbe d' induction est trfes 
caract^ristique et reproductible at difffere signif icative- 
ment de celles qui ont 6t6 observdes pr^c^demment avec 

15 le vecteur d 'expression pTG720 qui, par induction/ 

expriine 1" hirudine variant HV2. Ce variant est induit 
beaucoup plus lentement (figure 25A) avec un temps de 
latence d' environ 2 heures, 1 'activity augmente pour 
atteindre pratiquement le m§me niveau que celle de 

20 pTG726 (figure 25B) mais alors demeure constante sans 

aucune indication de ddclin. Comme les deux variants 
d 'hirudine ont ^t^ produits en utilisant exactement le 
meme vecteur d' expression dans exactement la mime 
cellule h6te E. coli TGE900, cette difference dans 

25 1' induction et la stability doit etre certainement 

relive h des differences dans les structures primaires 
entre HV1 et HV2. Ceci peut, en outre, refl^ter une 
difference dans les resistances h. la digestion proteo- 
litique entre les deux variants et peut itre une 

30 indication d'activite biologique diff^rente ou d'un rdle 

biologique different pour les deux variants. De telles 
differences dans la stabilite et autres proprietes 
biologiques peuvent eventuellement §tre mises h profit 
dans 1 'utilisation de ces hirudines* 
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La difference dans 1 'expression de HV1 et HV2 
^^^^ E» coli peut se remarquer ^galement par analyse 
"pulse- labelling" de cellules E. coli TGE900 trans- 
form^es par deux vecteurs d' expression diffdrents- 
Comme les deux variants hirudine sent tr^s riches en 
cysteine {environ 10 % de la molecule) , et comme cet 
amino-acide est assez rare dans les prot^ines de 
E- coli , la cysteine 35g est tr^s utile comme marqueur 
radioactif de . 1 'expression de 1* hirudine. Les cellules 
de E, coli transform^es par pTG726 sont mises en croissance 
k 30*^0 jusqu'li une density optique de 0,3 d^terminde 
dans LB + ampicilline (100 ug/ml) puis induites pour 
exprimer le variant HV1 par augmentation de la tempera- 
ture ^ 37°C. 

A intervalle r^gulier d'une heure, on pr^l&ve 
un aliquote de 200 jil de la culture et on ajoute 
70 uCi de cysteine 35^ (activity specifique 1000 Ci/mmole) 
pendant une pdriode de marquage de 2 minutes. Puis, un 
large excfes, environ 2 ml, de tampon phosphate salin froid 
est ajoute, les cellules sont collectees par centrifugation 
^t les proteines marquees des cellules entieres sont 
analys^es en faisant bouillir le culot pendant 5 minutes 
dans 40 ul d'un tampon de charge d'un gel SDS(50 mrl Tris 
HCl, pH 6,8, 1,3 % SDS, 5 % glycerol, 2,5 % B-mercapto- 
ethanol, 0,004 % Bromophenol Blue) et charge de 5 ul sur 
un gel 15 % SDS-polyacrylamide (protocole de Laemli-rdf. 36). 
Aprfes dlectrophorfese, le gel est soumis ^ une fluoro- 
graphie suivie par une autoradiographie, 

Les risultats montrent une induction d'une 
s^rie de bandes dans la region des 6 000 k 12 000 daltons, 
correspondant k 1' hirudine. Ces bandes ne sont que 
faiblement marquees avec les extraits de E. coli /pTG726 
(variant HV1 ) alors qu'elles sont trfes fortement marquees 
avec les extraits de E. coli /pTG720. 
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Cette difference tr^s nette dans la physionomie du 
marquage apparait en d^pit du fait que les deux 
cultures pr^sentent h peu pr^s le mdme niveau d' activity 
antithrombinique . 

5 Autres propri^t^s du recombinant HV1 de I'hirudine 

L'une des caract^ristiques de I'hirudine naturelle 
et ^galement du variant HV2 pr^par^ par E. coll est sa 
resistance au traitement par la chaleur dans des conditions 
de pH assez bas. Ceci est egalement valable pour le 
10 variant HV1 prepare k partir de E. coli . Une culture 

induite pendant 3 heures de cellules de E. coli trans- 
form^es par pTG72 6 est collectde par centrifugation, 
resuspendue dans 1/5 du volume de culture de TGE 
(50 mM Tris HCl pH 8,0, 50 mM glucose, ID mM EDTA) et 

15 les cellules sont bris^es par sonication. Les debris 

cellulaires sont eiimin^s par centrif ugation et une 
partie du surnageant est utilis^e directement pour la 
determination de 1' activity antithrombinique. 

Une autre partie est ajustde ^ pH 2,8 avec de 

20 I'acide HCl dilue puis chauffde h IC'C pendant 15 minutes. 

L* ensemble est alors refroidi sur de la glace pendant 
30 minutes et les prot^ines insolubles d^naturees sont 
eiiminees par centrif ugation. Le surnageant est neutralise 
par addition de NaOH dilue puis I'activite antithrombinique 

25 est mesuree. Aprfes avoir pris en compte les petites 

modifications de volume dues ^ 1 'acidification et la 
neutralisation, on peut calculer que 100 % de I'activite 
originale survit h ce traitement acide/chaleur . C'est 
pourquoi le variant HV1 est identique k I'hirudine 

30 naturelle et au variant HV2. 
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L 'activity hirudine HV2 pent ^galement ^tre 
corapletement pr^levee d'un extrait bacterien en utilisant 
de la thrombine li^e de f agon covalente k des billes . de 
Sepharose. Un extrait de E. coli /pTG726 traits par aciae 
et chaleur puis neutralise et contenant 7,7 unites d'activitd 
antithroitibinique dans 200 ixl est incub^ avec 50 ul d*une 
suspension ^ 50 % de thrombine Sepharose pendant 
15 minutes a 37 ®C. Les billes de thrombine-sepharose 
sent prelevees par centrifugation et le surnageant est 
test^ pour son activity antithrombinique . Plus de 95 % 
de 1' activity antithrombinique d'origine sont 
dlimines par traitement sepharose- thrombine. En conse- 
quence le variant HV1 produit par les cellules de E. coli 
est capable de se lier a la thrombine fix^e sur des 
billes de sepharose. 

Les souches suivantes ont ete deposees le 26 mars 1985 
a la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes 
(CNCM) - 28 rue du Docteur-Roux - 75724 PARIS CEDEX 15 : 
E. Coli TGE900 transformee par pTG718 
n° 1-427 

E, Coli TGE900 transformee par pTG720 
n° 1-428 

E. Coli TGE900 transformee par pTG726 
n** 1-429 
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REVENDICATIONS 

1) Vecteur de clonage et d 'expression dans une 
cellule hCte de I'hirudine ou d'un analogue de I'hirudine, 
caract§ris6 en ce qu'il comporte le gSne codant pour ^ 
I'hirudlne ou un analogue de I'hirudine et les Pigments 

5 d* expression de ce gdne dans ladite cellule hOte. ^ 

2) Vecteur selon la revendication 1, caract§ris6 
en ce que le gSne codant est sous la promotion d'un 
promoteur bact^rien et que ledit promoteur bactfirien est 
prgc^dS d'une region codant pour 1' initiation de la 

10 traduction. 

3) Vecteur selon la revendication 2, caract§ris6 
en ce qu'il comporte : 

. I'origine de replication d'un plasmide bact§rien, 
- un promoteur, en particulier tout ou partie d'un pro- 
15 moteur du bacteriophage ^ : P., P_ ou P ' ; 

Xj R R 

• une r§gion codant pour 1' initiation de la traduction 

incorporant I'ATG soit de l'extrgmit§ 5' du gSne de 
- 1 'hirudins, soit de 1' extremity 5' du gdne de I'hirudine 
fusionn§ en 5' avec une autre proteine. 
20 4) Vecteur selon la revendication 2, caractSrisS 

en ce que I'origine de replication est I'origine de 
replication de pBR322. 

5) Vecteur selon I'une des revendications 3 et 4, 
caractSrise en ce que la r§gion d' initiation de la 

25 traduction comporte tout ou partie de la sequence d' ini- 

tiation de la traduction de la prot§ine cll du bacterio- 
phage h nommi cllrbs. 

6) Vecteur selon I'une des revendications 3 et 4, ' 
caracterise en ce que la r§gion d* initiation de la tra- 

30 duction comporte tout ou partie de la sequence : * 



ATAACACAGGAACAGATCTATG 
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7) Vecteur selon I'une des revendications 3 Si 6 , 
caract^ris^ en ce qu'il comporter en outre, tout ou partie 
du g&ne N du bacteriophage X. 

8) Vecteur selon l*une des revendications 1^7, 
5 caractirisd en ce que le g^ne codant pour I'hirudine 

debute, apr^s la sequence de depart, par un codon ile et 
un codon thr. 

9) Vecteur selon la revendication 8, caract^ris^ 
en ce que le g^ne codant. pour I'hirudine debute par : 

10 5 • - GTA GTT - 3 ' 

CAT CAA 

10) Vecteur selon la revendication 8, caractdris^ 
en ce qu'il comporte la sequence au depart du gkne de 
I'hirudine : 

15 ATG ATT ACQ 

TAG TAA TGC 

11) Vecteur selon la revendication 10, caract^risd 
en ce qu'il comporte la sequence suivante au depart du 
gfene de I'hirudine : 

20 ATG ATT ACG TAT ACA GAC TGC ACA 

TAG TAA TGC ATA TGT CTG AqG TGT 

12) Vecteur pTG720. 

13) Vecteur selon I'une des revendications 1 a 12, 
caractSrisg en ce qu'il comporte, en outre, un gSne 

25 conf§rant la resistance a un antibiotique - 

14) Vecteur selon la revendication 13 caracteris6 
en ce qu*il comporte le gSne Amp . 

15) Vecteur selon la revendication 14, caractirise 
en ce qu'il s'agit du plasmide pTG7l8 ou pTG719. 

30 16) Vecteur selon I'une des revendications 1 a 15, 

caracterisg en ce que entre le codon ATG d' initiation et 
le premier codon codant pour I'hirudine ou un analogue de 
I'hirudine se trouve una sequence codant pour une autre 
protSine. 
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17) Cellule transform^e par un vecteur selon I'une 
des revendications 1 a 16, 

18) Cellule selon la revendication 17, caract6ris€e 
en ce qu'il s'agit d'une bact§rie. 

19) Cellule selon la revendication 18, caract§ris6e 
en ce qu'il s'agit d'une souche de E. coli. 

20) Procgd§ de preparation d'hirudine ou d'un 
analogue d'hirudine, caract€ris§ en ce qu'on cultive une 
cellule transform^e selon I'une des revendications 17 a 19 
et que l*on rgcup^re I'hirudine ou 1' analogue d'hirudine 
formes . 

21) Proc§d§ selon la revendication 20, caracteris§ 
en ce que I'hirudine est r§cuper§e ^ partir du produit de 
culture par chauffage a pH acide suivi d'une d§cantation, 

I'hirudine ou son analogue §tant r§cup§r€ dans le 
surnageant . 

22) Precede selon I'une des revendications 20 et 21 » 
caracterise en ce que I'hirudine est recuperee par fixation 
sur une r§sine portant de la thrombine, puis elution de la 
resine aprds fixation avec un comp^titeur de I'hirudine. 

23) Hirudine ou analogue de I'hirudine obtenus 
par la mise en oeuvre du precede selon I'une des reven- 
dications 20 a 22. 

24) Hirudine ou analogue de I'hirudine selon la 
revendication 23, caracterise en ce qu'ils ont ete 
modifies par une reaction chimique ou enzymatique . 

25 ) Hirudine comportant tout ou partie du peptide 
suivant : 
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ATT ACT TAG ACT GAT TGT ACA 
lie Thr Tyr Thr Asp Cys Thr 

CTC TGC GAG GGA AGC AAT GTT 
Leu Cys Glu Gly Ser Asn Val 

ATA TTG GGTTCT AAT GGA AAG 
lie Leu Gly Ser Asn Gly Lys 

GAA GGT ACA CCG AAC CCT GAA 
Glu Gly Thr Pro Asn Pro Glu 

GAA GAA ATT CCA GAA GAA TAT 
Glu Glu lie Pro Glu Glu Tyr 



GAA TCG GGT CAA AAT TTG TGC 
Glu Ser Gly Gin Asn Leu Cys 

TGC GGT AAA GGC AAT AAG TGC 
Cys Gly Lys Gly Asn Lys Cys 

GGC AAC CAA TGT GTC ACT GGC 
Gly Asn Gin Cys Val Thr Gly 

AGC CAT AAT AAC GGC GAT TTC 
Ser His Asn Asn Gly Asp Phe 

TTA CAA 
Leu Gin 
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26) Hirudine variant de la formule de l»hirudine 
de la revendication 25, caract^ris^e en ce que : 

1 lie ^ val 

2 thr ► val 

27) Hirudine variant de la formule de 1' hirudine 
de la revendication 26, caractdrisde en ce que : 



24 


lys 




Gin 


33 


Asn 




Asp 


35 


Lys 




Glu 


36 


Gly 




Lys 


47 


Asn 




Lys 


49 


Glu 




Gin 


53 


Asn 




Asp 


28) 


Hirudine 


selon 



10 



I'une des revendications 23 ^ 25, 
15 caract^ris^e en ce qu'elle ne comporte pas de glycosylation 

ou de sulfatation, 

29) Composition pharmaceutique caract^risde en ce 
qu'elle comporte comme principe actif una hirudine ou 
analogue de 1 'hirudine selon I'une des revendications 23 

20 k 2S. 

30) -Utilisation de I'hirudine selon I'une des 
revendications 23 i 28 marquee pour la fabrication d'un 
agent de diagnostic de la formation des call lots chez 
I'homme ou 1 "animal. 

25 31) Circuit extracorporel sanguin caractdris^ en 

ce qu'au moins une partie du circuit en contact avec le 
sang est revetue d' hirudine selon I'une des revendications 
23 ^ 28. 

32) Proc^di de separation d'un facteur de 
30 coagulation ^ partir de sang ou d'une fraction sanguine, 

caract^ris^ en ce que ladite separation est ef fectude 
en presence d 'hirudine selon I'une des revendications 23 i 28, 
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CONSTRUCTION DE PTG909 



c=±> 


CJL 


loc z' 


pTQ908 




S/D Iatg^^JI 









Ndel BamHI ^ Hind IE : Psh I 



syn^h^^ique 




TATGTGTTATTG 
ACACAATAACG6TCC 







IFN -y 


lac Z' 


Pl n 


S/D ATG 








; S/D 


^^^^ 

Fmet cys ^yr cys gin asp pro 





TCTAAGGAAGTACTTACAlrATGTGTTATTG lCCAGG ACCCA 
AGATTCCnCATGAATGTifln ViCACAATAACffi^ 



FIGJ3 
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CONSTRUCTION DE PTG941 



I FN 

PTG9D9 ^ 

MetCysTyrCysGlnAspProTyr 
TAA66AAGTACTTACAIAIGTGTTATTGCCAGGACCCAIAie- 
NoEl NOEl 



NdeI 

+ - » » 

TATGTGCTACT6TCAGGATCCC 
ACACGATGACAGTCCTAG6GAT 



IFN 

pj5g4^ MetCysJyrCysJlnAspProT;,!' 

TAA6GAAGTACTTA CATATGT GCTACTGTCA GGATCC CTAT 
NdeI BamHI 



FIGJ4 
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CONSTRUCTION DE PTG951 
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Cl 
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CGATAACACA6GAACAGATC 
TATT5T6TCCTTGTCTAGAT 



PTG951 




MetCysTyTCysGlnAspPro 
CGATAACACAGGAACAGATCrATGTeCTACT6TC/»GGATCCC 
TATTGTGTCCTTGTCTAGATACAC6ATGACAeTCCTA66e 
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FIGJ7 
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Pst I 

i 1 21 

a) ^GySCA ATC TGC GTG TCT CM GCA 

b) Aia lie Cya Val 9er GJn Ala 



22 66 

a) ATT ACT TAC ACT GAT TGT ACA GAA TCG GGT CAA AAT TT6 TGC CTC 

1 15 

b) He Thp Tyr Thr Asp Cys Thr Giu Scr Gly Gin Asn Leu Cya Leu 

c) Va/ Va? 



67 111 
TGC GAG 66A AGC AAT GTT TGC GGT AAA GGC AAT AA6 TGC ATA TT6 

16 30 
Cys Glu Gly S«r Aen Val Cy« Gly Lys Gly Asn Ly« Cys It« Ima 

24 



112 156 
GGT TCT AAT GGA AAG GGC AAC CAA TGT GTC ACT GGC GAA GGT ACA 
31 45 
Gly Ssr Asn Gly Lys Gly Asn Gin Cys Val Thr Gly Gtu Gly Thr 
33 ^.35 36 

— Asp Glu Lys — — 

Taq I 

157 i 201 

CCG AAC CCT GAA AGC CAT AAT AAC GGC GAT TTCGAA GAA ATT CCA 
46 — ^ 

Pro Asn Glu a«r His Asn Asn Gly Asp Phe Glu Glu lie Pro 

— Lys Gin Asp 

Aha III 

202 256 i 

GAA GAA TAT TTA CAA T6AAAAATGAAAGAATATCAATCATA6AGAATTTTBATTT 

61 65 
61 u Glu Tyr Leu Gin 



267 316 
AAAAACATTTCCATA6CTAA6CTATTTACCAATAAATAAATTAATTTTTCCATTQAATCT 



317 376 
CAATCATATTTACTCTCAATCATATTCAGCTATmCCAATAAATAAATTAATTTTTCCA 
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